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O prenosu vzročnih variant za poligenske lastnosti kvasovke  
Povzetek 
Genetska arhitektura poligenskih lastnosti je kompleksna. Vsi vzročni elementi v 
splošnem niso poznani, k variabilnosti take lastnosti pa prispevajo tudi viri dedljivosti 
višjih redov. Da bi odkrili in ovrednotili vzročne variante za variabilnost v odpornosti 
kvasovke Saccharomyces cerevisiae proti NaCl kot poligenski lastnosti, smo križali 
haploidna starševska seva različnih fenotipov. Spremljali smo porazdelitev fenotipa v 
populaciji njunih potomcev (segregant) in spreminjanje povprečnega fenotipa populacije 
v sedmih stopnjah povratnega križanja. Po koraku fenotipizacije vsake generacije smo 
odbrali segreganto z najbolj izboljšanim fenotipom. 
Na osnovi analize porazdelitve frekvenc starševskih alelov v povprečni populaciji in 
populaciji, sposobni rasti v ekstremno slanih pogojih, smo predpostavili potencialne 
vzročne lokuse kvantitativne lastnosti (QTL). Njihov prenos skozi generacije povratnega 
križanja smo spremljali na osnovi genomskih zaporedij proti soli najbolj odpornih 
segregant. 
S primerjavo prenosa potencialnih lokusov kvantitativne lastnosti, spreminjanjem 
povprečnega fenotipa populacije in določenega fenotipa najbolj odpornih segregant, smo 
ovrednotili vzročnost lokusov kvantitativne lastnosti. Da bi vzročne elemente določili 
natančneje, smo jih skušali opredeliti na mehanistični molekularnobiološki ravni.  Glede 
na heterogenost in funkcijsko vključenost genov znotraj lokusa kvantitativne lastnosti 
smo predlagali nove vzročne gene kvantitativne lastnosti (QTG). Razliko v fenotipu smo 
pojasnili na osnovi napovedi strukturnih variant produktov mogočih vzročnih genov 
kvantitativne lastnosti. Predpostavili smo potencialne razlike v vlogi in delovanju 
proteinskih variant, ki vodijo v variabilnost odpornosti proti NaCl. 
Ključne besede: kvasovka, poligenske lastnosti, vzročne variante, lokus kvantitativne 




On the inheritance of causative variants for polygenic traits in yeast  
Abstract 
Polygenic trait’s genetic architecture is complex and all its causative elements are 
generally unknown. Variability of such a trait also depends on higher order heritability 
factors. To dissect and assess causative variants for NaCl tolerance as a case of a 
polygenic trait, we crossed 2 parental haploid yeast strains of large phenotypic difference. 
We monitored the distribution of the phenotype in a population of their progeny and 
following 7 generations of backcrossing. After each phenotyping step of a given 
generation, we selected the offspring strain with the most advanced phenotype. 
Analysis of distribution of parental alleles in populations growing in extreme saline and 
reference conditions allowed us to predict possible causative quantitative trait loci (QTL). 
On the basis of genomic sequences of the selected segregants we followed the inheritance 
of predicted quantitative trait loci over the generations. 
Inheritance of potential quantitative trait loci, average population phenotype shift and 
quantitatively assessed phenotype of selected segregants pointed out importance of 
certain quantitative trait loci. To determine causative elements more toroughly, we 
provided their relatedness on mechanistic and molecular biology level. Our prediction of 
novel quantitative trait genes (QTG) is based on heterogeneity and functional relatedness 
of genes within notable quantitative trait loci. Phenotypic diversity was justified on the 
basis of predicted structural variants of products of possible causative quantitative trait 
genes. We presumed potential differences in both role and mechanism of action of protein 
variants that lead to variability in resistance to NaCl. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
ak aminokislina (ang. amino acid) 
ATP adenozintrifosfat (ang. adenosine triphosphate) 
bp bazni par (ang. base pair) 
cAMP ciklični adenozinmonofosfat (ang. cyclic adenosine monophosphate) 
Cas s CRISPR povezani (geni, proteini) (ang. CRISPR associated system) 
chr kromosom (ang. chromosome), označen z rimsko številko; nomenklatura 
usklajena s strokovnim področjem (Saccharomyces Genome Database) 
CNV variante v številu ponovitev (ang. copy-number variation) 
CRISPR gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (ang. 
clustered regularly interspaced short palindromic repeats) 
crRNA  CRISPR RNA 
CSM  mešanica esencialnih hranil za kvasovke (ang. complete supplement 
mixture) 
dH2O   deionizirana voda 
DMSO  dimetilsulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
DNB DNA-nanožoga (ang. DNA nanoball) 
dNTP   deoksinukleozid trifosfat 
DSB   dvoverižni prelom DNA (ang. double-strand break) 
dsDNA dvoverižna DNA (ang. double-stranded DNA) 
FACS ločevanje celic na podlagi fluorescence (ang. fluorescence-activated cell 
sorting) 
gRNA  usmerjevalna RNA (ang. guide RNA) 
GWAS  asociacijske študije na celotnem genomu (ang. genome-wide association 
studies) 
HDR   popravljanje s homologno rekombinacijo (ang. homology directed repair) 
His  L-histidin 
HOG visoka osmolarnost, uravnavana z glicerolom (ang. high-osmolarity 
glycerol) 
HR   homologna rekombinacija 
HS  gojišče za selekcijo segregant glede na SGA-označevalce 
indel  insercije ali delecije (ang. insertion or deletion) 
LTR   dolge končne ponovitve (ang. long terminal repeats) 
MAPK z mitogeni aktivirana protein kinaza (ang. mitogen-activated protein 
kinase) 
MQ   ultra čista voda Milli-Q 
NHEJ  združevanje nehomolognih koncev (ang. non-homologous end joining) 
nt  nukleotid  (ang. nucleotide) 
OD600, OD595  optična gostota pri valovni dolžini svetlobe 600 oziroma 595 nm 
ORF  odprt bralni okvir (ang. open reading frame) 
PAM   protovmesniku bližnji motiv (ang. protospacer adjacent motif) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PEG   polietilenglikol 
pool  zbir (ang. pool) 
QTG  gen kvantitativne lastnosti (ang. quantitative trait gene) 
QTL  lokus kvantitativne lastnosti (ang. quantitative trait locus) 
QTN  nukleotid kvantitativne lastnosti (ang. quantitative trait nucleotide) 
RMSD  koren povprečnega kvadrata odmika atomskih pozicij (ang. root-mean 
square deviation) 
RNA  ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid) 
S-AEC tializin (ang. L-4-thialysine, S-(2-aminoethyl)-L-cysteine) 
SGA sintetični genski nabor (ang. synthetic genetic array) 
SGD  baza podatkov o genomu kvasovke Saccharomyces cerevisiae (ang. 
Saccharomyces cerevisiae Genome Database) 
SNP  polimorfizem posameznih nukleotidov (ang. single-nucleotide 
polymorphism) 
SNV   varianta posameznega nukleotida (ang. single-nucleotide variant) 
Sp  antibiotik spektinomicin 
SPO sporulacijsko gojišče 
SPO++ sporulacijsko gojišče z dodanimi aminokislinami in glukozo po 
avtoklaviranju 
SSB   enoverižni prelom DNA (ang. single-strand break) 
ssDNA enoverižna DNA (ang. single-stranded DNA) 
tracrRNA  transaktivacijska CRISPR RNA (ang. trans-activating CRISPR RNA) 
WGS določanje nukleotidnega zaporedja celotnega genoma  (ang. whole 
genome (shotgun) sequencing) 
wt   divji (naravni) tip (ang. wild type) 
X-QTL ekstremno kartiranje QTL (ang. extreme-QTL) 
YNB   osnovno dušikovo gojišče za kvasovke (ang. yeast nitrogen base) 
YPD  kompleksno gojišče za kvasovke iz kvasnega ekstrakta, peptona in glukoze 







1.1 O kvasovki Saccharomyces cerevisiae 
 
Seve kvasovke Saccharomyces cerevisiae so izolirali iz zelo različnih naravnih in 
umetnih habitatov [1–4]. V različnih ekoloških nišah se izvajajo različni selekcijski 
pritiski in kvasovke doživljajo različne stresne dražljaje. Zaradi različnih niš, ki so jih 
sevi kvasovke zavzeli, imajo ti različne fenotipe in posledično morajo biti variabilni tudi 
njihovi genski zapisi [1, 2]. Referenčni sev S288c je potomec seva, izoliranega z gnijočih 
fig [2, 4]. Z več križanji je nastal sev z mozaičnim, stabilnim haploidnim genomom, 
primeren za uporabo v molekularni biologiji in genetiki [4]. 
Kljub ekološki ločenosti posameznih sevov so se tekom evolucije med njimi izvajala 
križanja, zato nekatere populacije niso popolnoma izolirane. Človeški vpliv na določene 
populacije, ki jih uporabljamo v proizvodnji hrane, pijač oziroma laboratorijskih 
procesih, je znaten. Njihovi genomi so tako mozaično sestavljeni iz več sevov [3, 5, 6], 
pri čemer je prav človek glavni vzrok za nove kombinacije alelov [3]. Običajno se na 
ravni genetskega zapisa posamezni sevi ločijo le v 0,5–0,8 %, kljub temu pa so opazne 
velike fenotipske variabilnosti [5]. Te odražajo geografski izvor, ekološko nišo oziroma 
udomačitev [6]. 
1.1.1 Življenjski cikel kvasovke 
Kvasovka se lahko razmnožuje vegetativno, z mitozo, v haploidni ali diploidni obliki. 
Spolno, z mejozo, se razmnožuje diploidna oblika. Ta je paritvenega tipa MATa/MATα. 
Pri tem nastane askus, v katerem so 4 haploidne spore (segregante). Po dve sta enakih 
paritvenih tipov. Do parjenja lahko pride že v askusu: takrat s križanjem dveh haploidov 
nasprotnih paritvenih tipov nastane diploidna zigota. Parjenje se lahko zgodi tudi zunaj 
askusa, pri čemer se lahko križata haploidni obliki istega ali – redkeje – različnih sevov. 
Pri homotaličnih sevih pride – s homologno rekombinacijo na podlagi HO-endonukleaze 
– do zamenjave paritvenega tipa materinske haploidne oblike. Ta se potem pari s 
hčerinsko haploidno celico, ki je pred zamenjavo materinega paritvenega tipa nastala z 
delitvijo. Nazadnje pride do križanja materinske in hčerinske celice; haploidna oblika pri 
homotaličnih sevih ni stabilna [4, 7]. Redko, vendar ne nemogoče, se zgodi križanje s 
sorodno kvasovko S. eubayanus ali S. paradoxus. Genom S. cerevisiae vsebuje odseke, 




1.1.2 Rekombinacija pri kvasovki 
Mejoza je definirana z rekombinacijo. Ta se zgodi v profazi I med homolognima 
kromosomoma. Dogodek po kromosomu ni enakomerno razporejen, vendar pa se zgodi 
vsaj enkrat [8].  
V splošnem je kvasni genom mozaik elementov sevov različnih ekoloških niš; sevi iz 
podobne ekološke niše imajo večji odsek genoma skupnega. V kvasovki je povprečno 
razmerje med genetsko (cM) in fizično razdaljo (bp) med dvema elementoma 300-krat 
višje kot pri človeku (povprečje pri kvasovki je 340 
𝑐𝑀
𝑀𝑏
 [9]), kar pomeni, da je 
rekombinacija v kvasovki pogostejši dogodek. Raven diverzitete je zato pri kvasovki višja 
[7]. 
1.1.3 Genom kvasovke 
Genom kvasovke S. cerevisiae je velik 12 Mbp in obsega 16 kromosomov. Skupno 
številko odprtih bralnih okvirjev (ORF, ang open reading frame) je 6604; 1114 genov je 
esencialnih in v njih je izrazito manj možnih variant kot v neesencialnih genih [6, 10]. 
Polimorfizmi v kvasnem genomu v največji meri predstavljajo nukleotidne variante (SNV 
oziroma SNP, ang. single-nucleotide variant, single-nucleotide polymorphism). Pri 
analizi 1011 zelo heterogenih sevov so jih določili 1,63 milijona [6]. V povprečju je vsak 




  [2].  
Mutacije v kodirajočih predelih genoma imajo po navadi precej večji možen negativni 
učinek na fitnes. Več SNV je zatorej v nekodirajočih regijah; v primerjavi s kodirajočimi 
za 17 % več. Nekodirajoče regije genoma predstavljajo možna regulatorna zaporedja, 
zato so kopičene mutacije pod selekcijskim pritiskom za regulatorne elemente. Krajša 
zaporedja predstavljajo bolj zgoščeno regulatorno funkcijo, zato imajo zlasti krajša od 
300 bp nižjo frekvenco SNV kot dolga nekodirajoča zaporedja. Funkcionalni deli 
kromosoma, kot so predeli okrog centromer, so precej ohranjeni zaradi nižje frekvence 
mejoznih rekombinacij, njihova frekvenca in pojav SNV pa se precej povečata okrog 
telomernih regij [2]. 
Kratkih (do 50 bp) insercij in delecij (indel, ang. insertion or deletion) so odkrili 12.500. 
Pri tem jih je velika večina (40 %) dolgih le 1 bp, tisti v kodirajočih regijah pa so dolžine 




Večjih delecij je precej manj kot indelov, pri analizi so odkrili približno 63 
𝑑𝑒𝑙𝑒𝑐𝑖𝑗
𝑠𝑒𝑣
. Te so 
obsegale od 200 bp do 13,8 kbp; večina 200–400 bp. Preko genoma so razporejene 
izrazito neenakomerno, največ jih je v subtelomernih regijah. V 245 genih (tudi 
dvomljivih ORF) obsegajo tudi izostanke celotnih kodirajočih regij [2]. 
V subtelomernih regijah je kar 32 % nukleotidov različic v številu kopij (CNV, ang. copy-
number variation), kar pomeni njihovo 42-krat večjo obogatitev v primerjavi zunaj 
subtelomernih regij (0,7 %) [5].  
Indeli, katerih posledica je zamik bralnega okvirja, in prezgodnji stop kodoni v 
kodirajočih regijah, vodijo v nefunkcionalen protein. Takih je v subtelomernih regijah 
3,5-krat več kot zunaj njih [5, 6]. 
Genomske variacije v obliki SNV, CNV, indelov, prezgodnjih stop kodonov in zamikov 
bralnega okvirja so precej obogatene v subtelomernih regijah. Te so še posebej podvržene 
hitri evoluciji zaradi visoke variabilnosti. Pričakovane funkcije takih elementov so 
predvsem v uravnavanju interakcij organizma z okoljem: transport sladkorjev in 
kovinskih ionov (odziv na stres), njihov metabolizem, flokulacija in adhezija celic [5].  
Genomska dinamika je opazna tudi pri reorganizaciji večjih kosov kromosomov – 
strukturnih variantah, kot so inverzije, recipročne translokacije, transpozicije, večje 
insercije in delecije, duplikacije. Navadno do njihove prerazporeditve prihaja na mejah 
med osrednjim delom in subtelomernimi regijami [11, 12]. Redkejše spremembe, vendar 
opazne predvsem pri udomačenih sevih, so v ploidnosti posameznih kromosomov 
(anevploidnost) oziroma genoma (do 5n; v naravi največkrat 2n) [6]. Proučevanje 
strukturnih variant je posebej zahtevno, sej se jih s kratkimi odčitki nove generacije 
določanja nukleotidnega zaporedja le stežka opazi. Zaznavne so z metodami dolgih 







1.2 Poligenske lastnosti 
 
Osrednji problem novodobne genetike so viri variabilnosti dednih lastnosti oziroma 
razumevanje, kako in katere variante sploh z različnimi frekvencami prispevajo k 
variabilnosti izbrane lastnosti [13–17]. 
Dedljivost mendelskih (preprostih) lastnosti se da napovedati, saj so izrazito omejene le 
na enega oziroma malo genov. Pri tem je prispevek vsakega izmed njih zelo močen in 
zaznaven [18, 19]. Velja ocena, da je v naravni populaciji kvasovk približno 9 % dednih 
lastnosti mendelskih [19]. Večina dednih lastnosti se odraža kot posledica vpliva več 
lokusov. Prispevek z vsakega lokusa k izbrani dedni lastnosti pa ni enak: navadno ima 
več vzročnih lokusov le majhen oziroma neznaten prispevek, manjše število – to sicer 
močno variira glede na lastnost – pa večjega (in zaznavnega). Genetska kompleksnost 
dedne lastnosti je tako precej spremenljiva [1, 7, 15, 20–23].  
Iz grafa porazdelitve fitnesa posameznih osebkov lahko sklepamo na genetsko 
kompleksnost lastnosti [19]. Veliko fenotipov kaže zvezno naravno porazdelitev v 
populaciji [1, 7]; po Fisherjevem infinitezimalnem modelu mora na izbrano lastnost 
vplivati > 10 vzročnih genov za zvezno porazdelitev [23]. Omnigenski infinitezimalni 
model predpostavlja neskončno mnogo segregirajočih variant, vendar dedljivost lastnosti 
lahko dobro razložimo s končno mnogo vzročnimi variantami [24]. 
Ehrenreich poroča o 1–24 (s povprečjem 11) vzročnih lokusov (med laboratorijskim 
sevom BY in vinskim sevom RM) za odpornost proti 17 različnim kemikalijam [21]. Pri 
križanju dveh starševskih sevov je torej pričakovati do nekaj 10 vzročnih lokusov 
kvantitativne lastnosti [25]. Med zaznanimi lokusi kvantitativne lastnosti (QTL) je bilo 
nekaj vzročnih lokusov specifičnih za izvedeni selekcijski pritisk, lokusa MKT1 in PDR1 
pa sta se izkazala za zelo pleiotropna [9, 15, 21]. V splošnem lahko različni nabori 
vzročnih genov (tudi znotraj istega osebka) vodijo k enakemu fenotipu, pri čemer so lahko 
iste vzročne variante podlaga za fenotipsko zelo različne lastnosti [22]. Pleiotropija je 
prisotna, ko vzročni lokus vpliva na več kot eno lastnost. Meri jo genetska korelacija, ki 
pomeni genetsko razmerje med dvema lastnostma in odraža razmerja med vzročnimi 
lokusi več lastnosti [23, 25]. 
1.2.1 Genetska arhitektura kompleksnih lastnosti kvasovke 
V splošnem odkrivanje arhitekture kompleksnih lastnosti temelji na GWAS (ang. 




statističnih analizah obravnavane lastnosti. Največja pomanjkljivost študij in zato tako 
zanesljivosti kot globine rezultatov navadno predstavlja število testiranih osebkov in 
njihova realcija. Iz podatkov zelo majhne, med seboj nesorodne populacije navadno težko 
sklepamo na (vse) vzročne elemente kompleksne lastnosti, hkrati pa nikakor ne moremo 
sklepati še o vzročnih elementih z majhnim doprinosom. Z večanjem populacije in 
kontroliranim parjenjem lahko rezultate GWAS izboljšamo [18, 21, 23]. Za odkrivanje 
vzročnih elementov z majhnim doprinosom ali pa kadar so ti v populaciji redki, pride v 
poštev analiza medsebojno čim bolj sorodne populacije [9, 24, 26]. Takrat lahko tudi 
precej zožimo potencialni lokus do natančnejših vzročnih variant [18], celo nukleotidov 
[9, 24, 26].  
Genetsko arhitekturo razrešujemo na osnovi heteroze. Heteroza je pojem, ki primerja 
razliko v fenotipu med potomci in starševskima sevoma, to pa razlaga z genetskimi 
faktorji [16, 24]. Za odkrivanje QTL kompleksne lastnosti izrazite fenotipske in 
genotipske razlike starševskih sevov niso zahtevane. So pa zaželene, če gre za inženirstvo 
ekstremnejšega fenotipa, saj se s tem poveča nabor možnih vzročnih variant [27]. 
Zelo kompleksno genetsko arhitekturo lahko razrešimo le s kartiranjem zelo velike 
populacije, kar pa v splošnem ni možno [1, 21, 28]. Za vzročne lokuse (gene) opazovane 
lastnosti je do nedavnega veljalo, da so med seboj funkcionalno povezani [18]. Danes 
vemo, da lahko vzročni geni kompleksne lastnosti predstavljajo tudi do sedaj nepoznani 
ORF (odprt bralni okvir, ang. open reading frame) oziroma geni, katerih glavna funkcija 
je bila do sedaj povezana z drugimi procesi [12].  
Za potrditev vzročnih variant z zadostno statistično močjo je potrebno analizirati veliko 
osebkov kot del subpopulacije z izbrano lastnostjo, kot del povprečne populacije pa še 
več. Fenotipizacija in pripadajoča genotipizacija dovolj velikega števila osebkov pa sta 
seveda zelo zamudni. S fenotipizacijo celotne populacije je potrebno odkrivati vzročne 
variante zlasti za industrijsko pomembne lastnosti, kot je proizvodnja želenih bioloških 
snovi [22, 28]. Takrat prisotnost metabolitov odkrivamo z analitskimi metodami (masna, 
plinska in tekočinska kromatografija, jedrska magnetna resonanca) [28]. 
Življenjski cikel enocelične kvasovke S. cerevisiae nam omogoča, da na smiselno 
izvedljiv način pridobimo zelo veliko med seboj sorodno populacijo. Ta je v rangu > 105 
med seboj različnih osebkov, podatki o vsakem genotipu s pripadajočim fenotipom pa 
omogočajo razreševanje bolj kompleksnih lastnosti z visoko ločljivostjo [1, 21, 25]. Taka 
genetsko raznolika populacija haploidnih segregant temelji na neodvisni segregaciji 
homolognih kromosomov heterozigotnega diploida in prekrižanju s sledečo 




rekombinacija brez prekrižanja – genska konverzija [29]). Na tak način nastane teoretično 
izredno veliko različnih haploidnih osebkov, pri čemer ima vsak drugačno kombinacijo 
možnih alelov [8, 29]. 
Ločljivost, tj. natančnejše lociranje QTL, povečamo z večanjem testirane populacije in 
višanjem frekvence rekombinacije – parjenjem v sorodstvu [12, 22]. Nabore 
dvostarševskih segregant (npr. X-QTL, poglavje 1.2.2), kjer je na vsakem lokusu možna 
le ena od kvečjemu dveh variant, lahko obogatimo z večkratnim križanjem: odbrane 
spore, potomke starševskega seva 1 in 2, nadalje križamo s starševskim sevom 3, zopet 
pridobimo spore in odberemo tiste z želenimi lastnostmi. Postopek ponavljamo z več 
genetsko različnimi starševskimi sevi [30]. Pri tem je potrebno poudariti, da razlike 
fenotipov starševskih sevov niso nujno razlog za fenotipsko variabilnost potomcev [31]. 
Na tak način v analizo uvedemo večje število genetskih označevalcev, ki predstavljajo 
potencialne vzročne variante, hkrati pa z vsakim korakom križanja in sporulacije večamo 
ločljivost zaradi rekombinacije [30, 32]. V obširnem QTL se namreč lahko skriva več 
manjših povezanih QTG [15], ki imajo različno velik prispevek k variabilnosti [32], kar 
lahko precej oteži interpretacijo [15, 32]. Pri taki usmerjeni evoluciji se povprečni fenotip 
v vsakem koraku križanja premika proti ekstremnejši vrednosti [33]. 
Posebej težko je tudi odkriti in potrditi redke vzročne variante. Ovrednotimo jih lahko le 
s proučevanjem velike heterogene populacije. Njihov vpliv je navadno obratno 
sorazmeren s pogostostjo: nizka frekvenca redkih variant navadno oslabi fitnes. Redke 
vzročne variante tako običajno nesorazmerno več prispevajo k varianci kompleksne 
lastnosti kot posledica zvečanega učinka [13]. Zlasti pri človeku precejšen delež 
dedljivosti odpade na veliko vzročnih variant z majhnim doprinosom, hkrati pa k njej 
prispevajo še interakcije z drugimi geni in okoljem [32]. 
1.2.2 Ekstremno kartiranje lokusov kvantitativne lastnosti 
Ekstremno kartiranje QTL (X-QTL, ang. extreme QTL-mapping) je visokozmogljiva 
metoda za odkrivanje genske arhitekture. Temelji na pripravi zelo velikega nabora 
genetsko različnih osebkov populacije, izvajanju selekcijskega pritiska oziroma 
ločevanju skupin fluorescirajočih celic (FACS) kot načina fenotipizacije populacije in 
nazadnje kvantitativnem kartiranju frekvenc alelov v selekcionirani populaciji [12, 21, 
22, 31, 32, 34]. Taka populacija v kontroliranem okolju je še posebej primerna za analizo, 
saj so okoljski dejavniki in njihove interakcije zmanjšani. Frekvence alelov pa so v 





Ločevanje celic na podlagi fluorescence temelji na obarvanju biomolekul v celici s 
fluorescenčnim barvilom [12, 21, 22, 34] oziroma izražanju proteinov s fuziranim 
fluorescenčnim proteinom GFP [35]. Podlaga razlik v fluorescenci je različna raven 
izražanja proteinov oziroma kopičenja biomolekul, ki vežejo in vzbudijo fluorescenčno 
barvilo [12]. Selekcijski pritisk uvajamo kot fizikalni ali kemijski dejavnik. Tipični 
fizikalni dejavnik je temperatura, kemijski pa so pH, antibiotiki, sekundarni metaboliti in 
druge majhne molekule ter ionske spojine. Na tak način odberemo subpopulacijo z 
izbrano lastnostjo, ki jo primerjamo s povprečno populacijo [12, 21, 22, 25, 34].  
Posledice celičnih procesov opazujemo kot izraženi fenotip. V splošnem je ta navadno 
fitnes organizma, saj posredno zajema vse celične procese. Prikažemo ga s ti. rastno 
krivuljo, pri mikroorganizmih ga lahko izrazimo kot hitrost rasti populacije. Velikost 
kolonije odraža celično rast in hitrost celičnih delitev [36–38]. Velikost kolonije na plošči 
pa lahko merimo kot površino oziroma kot volumen in ga povežemo s številom celic v 
skupku, to pa s številom delitev oziroma hitrostjo rasti populacije. Fitnes kot odraženi 
fenotip je torej kvantitativen opis celičnih procesov. Zaradi natančnosti (in preprostosti) 
meritev je primeren tudi za kvantitativne primerjave med perturbacijami, pri čemer je 
hkrati možno uvesti tudi visokozmogljive metode [38, 39]. 
Posebnost oziroma tudi prednost ločevanja na podlagi jakosti fluorescence je izbira dela 
populacije: z visoko ali z nizko jakostjo. Pri ločevanju na podlagi selekcijskega pritiska 
po definiciji vedno odberemo najbolj odporne [40]. 
Tretji način, ki omogoča hitro fenotipizacijo, je analiza transkripcije z genetskega lokusa. 
Kvantifikacija mRNA je relativno hitra in poceni, zato lahko izbrani fenotip – raven 
transkripcije – določimo na velikem številu osebkov. Raven transkripcije lahko približno 
povežemo z ravnjo izražanja z genetskega lokusa (eQTL). Neposredna analiza proteinov 
oziroma translacije predstavljata natančnejši meritvi, vendar sta težje izvedljivi [40–42]. 
Raven izražanja posameznega proteina merimo kot jakost fluorescence fuziranega GFP; 
v veliko pomoč so lahko že pripravljene knjižnice, ki vsebujejo z GFP označene vse 
kvasne ORF. Variante, ki vplivajo neposredno na izražanje proteinov, so pQTL [40, 42]. 
Nove, potencialno vzročne variante lahko v populacijo vnašamo tudi z mutagenimi 
dejavniki, npr. UV-svetlobo. Na tak laboratorijski način lahko z umetnimi variantami 
opazovano lastnost precej spremenimo oziroma s selekcijo izboljšamo [43]. 
Podatke o frekvencah alelov pridobimo na podlagi masovnega sekvenciranja nove 
generacije ali z genotipizacijo na prirejenih DNA-mikromrežah. Na podlagi razlik v 




ločljivostjo sklepamo na vzročne elemente, ki so ugodni pri odpornosti na selekcijski 
pritisk oziroma omogočajo fluorescenco fluorescirajočega barvila [21, 22, 25]. Frekvenca 
vsakega izmed 2 možnih alelov je v dvostarševski populaciji 0,5 [9, 12, 16, 22], pri čemer 
zajamemo in zaznamo tudi sicer v populaciji zelo redke variante [9]. Na statistično 
značilno odstopanje frekvenc alelov od povprečja vpliva iskani fenotip. Vzrok zanj je 
torej spremenjeno razmerje frekvenc alelov na določenih mestih na genomu [12, 16, 22]. 
Pri kartiranju podatkov analize X-QTL je nujna primerjava selekcioniranih segregant v 
ekstremni populaciji s povprečnim naborom referenčne populacije. Nekatere variante 
lahko od teoretične vrednosti frekvence 0,5 odstopajo, ker imajo rahlo negativen vpliv na 
fitnes organizma, iz populacije pa se še niso izločile. Segregant s to varianto (ali tudi 
kombinacijo variant) bo zato v naboru nekoliko manj [2, 44]. 
Arhitektura kompleksnih lastnosti je – pričakovano – kompleksna. Vzročnih elementov 
je lahko zelo veliko, hkrati pa med njimi obstajajo genetske interakcije. Genetska 
arhitektura odpornosti na selekcijski pritisk je lahko odvisna tudi od njegove intenzitete 
– npr. koncentracije izbrane kemikalije [34] ali trajanja selekcije [31]. To pomeni, da je 
z gotovostjo težko kvalitativno določiti vzročne variante, še težje pa njihov kvantitativni 
prispevek k variabilnosti [34].  
1.2.3 Problem ločljivosti kartiranja vzročnih genetskih elementov 
Obširne genske razlike med starševskima sevoma so navadno osnova za njuno fenotipsko 
diverziteto. Kljub zato olajšani fenotipizaciji, ker so razlike med osebki večje, je zaradi 
močno polimorfnih genomov težko sklepati na posamezne vzročne variante [9].  
Raven ločljivosti vzročnih elementov zavisi od velikosti analizirane populacije in njene 
genetske raznolikosti, pa tudi natančnosti določanja nukleotidnega zaporedja in 
statističnih metod. Raven ločljivosti je mogoča od nekaj 10 kbp (lokus) do enega samega 
nukleotida (tj. variante znotraj alela) [21]. Ločljivost izboljšamo z večkratnim križanjem 
(iQTL, ang. intercross QTL) različnih sevov (vnos novih variant) ali povratnim križanjem 
(ang. inbreeding, back-crossing) [17]. 
Do najmanjših elementov – nukleotidov – genetske informacije lahko določimo vzročne 
variante le s primerjavo zelo sorodnih genetskih zapisov. Le na tak način lahko odločimo 
vezane variante: to so variante znotraj vzročnega lokusa, ki se zaradi odsotnosti 
rekombinacije dedujejo skupaj, vendar niso vzročne za opazovano lastnost. Problem 
lahko naslovimo s štirimi različnimi pristopi: 




b) Z eksperimentalno evolucijo odbiramo osebke, ki imajo želene adaptivne 
genetske determinante [45]. S parjenjem v sorodstvu nato večamo frekvenco 
rekombinacije na genomu, kar zoži vzročni lokus. 
c) Pri primerjavi zelo sorodnih genomov je število SNV nizko in vzročni lokusi so 
dovolj ozki, da ne obsegajo več vzročnih elementov. To neposredno sledi iz 
parjenja v sorodstvu (točka a) oziroma že z začetnim izborom testnih osebkov. 
d) Z načrtovanim testiranjem vzročnosti vseh možnih variant znotraj QTL [9].  
 
V splošnem lahko natančno določimo vzročne variante, če je frekvenca rekombinacije 
dovolj visoka v primerjavi z genetsko raznolikostjo [45]. Navadno dovolj velik izbor 
dovolj sorodnih testnih osebkov oziroma parjenje v sorodstvu kombiniramo s pristopom 
neposrednega biološko relevantnega testiranja potencialnih vzročnih variant znotraj 
predlaganega QTL [9, 12].  
1.2.4 Biološko testiranje QTL 
Statistično določene QTL moramo biološko ovrednotiti. S testiranjem le posameznih 
odsekov QTL območje vzročnih variant lahko tudi precej zožimo.  
 Recipročna hemizigotnost pomeni, da fenotipiziramo in primerjamo 2 genetsko skoraj 
identična diploida: sta križanca istih dveh starševskih sevov, le da je vsak hemizigoten 
za predlagani QTL. To pomeni, da vsebuje le enega od 2 možnih lokusov, drugi pa je 
izbrisan. Recipročno hemizigotna seva se torej razlikujeta le v izvoru lokusa, na 
katerem sta hemizigotna [1, 22, 31]. 
 Zamenjava alelov v kvasovki omogoča tako in-vitro potrjevanje QTL, kot tudi 
njegovo analizo. Na tak način lahko z ustreznimi zamenjavami genetskih elementov 
ločljivost povečamo preko QTG celo do QTN. Zamenjavo alelov izvajamo v sicer 
izogenskem ozadju, zato morebitna prisotnost genetske interakcije v testiranem 
izogenskem ozadju morda ne bo opazna [1, 12, 28]. 
 Ločljivost QTL lahko povečamo s povratnim križanjem v drugem genetskem ozadju 
in sledečo selekcijo izbrane lastnosti. Na tak način vzročne genske elemente, ki 
izvirajo iz prvega genetskega ozadja, redčimo v drugem genetskem ozadju. Pride do 
introgresije. Na tak način pridobimo statistično zanesljivejše informacije o vzročnih 
elementih, najdemo tudi take z manjšim doprinosom k variabilnosti v lastnosti, hkrati 




1.2.5 Viri dedljivosti 
Z odkritimi vzročnimi lokusi navadno lahko pojasnimo le del dedljivosti lastnosti. K njej 
torej prispevajo dodatni genski faktorji. Ti imajo lahko le neznaten, infinitezimalno 
majhen prispevek k dedljivosti (ali pa so v populaciji redki) in jih s študijami GWAS ne 
zaznamo zaradi majhnega populacijskega vzorca. Hkrati pa lahko v takih študijah z 
vzročnimi lokusi pojasnimo večino variabilnosti kvantitativne lastnosti v populaciji, zato 
elementi z infinitezimalno majhnim prispevkom po definiciji ne morejo biti zaznani [7, 
20]. K dedljivosti prispevajo tudi genetske interakcije (epistaza v širšem smislu) in 
interakcije med geni in okoljem, ki so vir nepojasnjene dedljivosti – so neidentificirane 
genetske determinante [7, 20, 46, 47]. 
Variabilnost izbrane lastnosti v populaciji je posledica dedljivih genetskih faktorjev 
(dedljivost v širšem smislu, H2) in napaki meritve oziroma drugim naključnim 
dejavnikom okolja. Dedljivost v širšem smislu nadalje lahko razdelimo na prispevek 
aditivnih genetskih faktorjev (dedljivost v ožjem smislu, h2), na učinek dominantnosti, 
genetskih interakcij in interakcij med geni in okoljem. V zasnovanem poskusu analize 
segregant učinka dominantnega alela ne more biti, saj gre za haploide, prispevek 
interakcij med geni in okoljem pa je odsoten, saj gre za univerzalne pogoje v populaciji 
[20]. Napoved dedljivosti je zanesljivejša v ožjem sorodstvu [48]. Dedljivost v širšem 
smislu na tak način predstavlja večino variabilnosti, zato njena ocena znaša kar 80–99 % 
[16, 48]. Od tega delež fenotipske variabilnosti, ki ga razložimo z aditivnimi učinki, znaša 
50–87 %, zaradi dominantnih učinkov 2–45 % in zaradi interakcij 1–15 % [16]. Med 
ponavljajočimi meritvami dedljivosti je razlika le prispevek interakcij med geni [20], 
ocena za dedljivost v ožjem smislu pa predstavlja aditivni učinek genetskih faktorjev. 
Dedljivost v ožjem smislu takrat predstavlja delež variabilnosti v fenotipu, ki ga 
razložimo z variabilnostjo genskih faktorjev [20, 23]. Izračunamo jo na podlagi razlik v 
genskem zapisu (oziroma stopnji sorodnosti) pri podobnem fenotipu [20]. 
Statistična moč prispevka genetskih interakcij je manjša kot ocena aditivnega prispevka, 
hkrati pa bi morali upoštevati tudi prispevke interakcij višjih redov [20]. 
V poskusu odkrivanja X-QTL lahko z veliko verjetnostjo določimo QTL in tudi dedljivost 
izbrane lastnosti tako v ožjem kot širšem smislu. Na enem mestu sta prisotni kvečjemu 2 
varianti. V splošnem pa je v GWAS študijah prisotno veliko več različnih variant, vendar 
statistično moč raziskav zmanjšuje majhno število analiziranih osebkov (tudi v primerjavi 
z vsemi variantami). Tako lahko z odkritimi QTL razložimo le manjši delež dedljivosti 
lastnosti [20]. Za potomce križanja kvasnih sevov se je izkazalo, da z vzročnimi 




Le majhen delež odpade na vire variabilnosti višjih redov [13]. Dodatno napoved 
dedljivosti otežujejo večalelne variante istega lokusa, pri QTL analizi v splošnem pa tudi 
odsotnost vseh možnih variant v analizirani populaciji – vzročnih variant takrat ne 
zaznamo, saj niso prisotne [25]. Pri toleranci do majhnih molekul kot selekcijskem 
pritisku so ugotovili, da sta deleža pojasnjene dedljivosti v širšem in ožjem smislu odvisna 
tudi od intenzitete selekcijskega dejavnika [34]. 
1.3 Genetske in proteinske interakcije 
 
Celovit vpogled v celično organizacijo in funkcije genoma zahteva natančno poznavanje 
interaktomskih omrežij. Prav ta so zato ključna za razumevanje povezave med genotipom 
in posledičnim fenotipom [14, 49]. 
Na najvišji ravni dedljivost in genetsko arhitekturo kompleksnih lastnosti povezujemo in 
razlagamo na molekularnih temeljih [24]. Da bi variabilnost v opazovani lastnosti, ki je 
posledica različno velikega prispevka različnih vzročnih variant, razložili na mehanistični 
molekularni ravni, je potrebno najprej natančneje določiti QTL [13, 14, 49].  
1.3.1 Molekularne osnove kompleksnih lastnosti 
Molekularni temelji variabilnosti v lastnosti so neposredni odraz evolucije, ki preko 
mehanizmov genetskega zdrsa in adaptacije selekcionira porajajoče se variante [24].  
Elementi, ki vplivajo na izražanje gena, nanj vplivajo v načinu cis ali trans [24]:  
 trans-način pomeni, da genetski elementi nimajo neposrednega vpliva na 
izražanje gena oziroma z njim niso v fizičnem stiku [41, 50]. Nanj vplivajo 
posredno, npr. s preurejanjem kromatina [24], 
 cis-genetski elementi so takoj ob genu oziroma so z njim v fizičnem stiku, možni 
načini so: 
o spremenjene bližnje regulatorne regije (promotor, terminator) spremenijo 
jakost vezave modulatorjev,  
o sinonimne mutacije lahko  
 spremenijo izražanje gena (hitrost translacije), ker je raven tRNA 
za obe varianti različna, 
 spremenijo stabilnost proteina, 




o nesinonimne mutacije spremenijo aminokislinski zapis: 
 prezgodnji stop kodon in terminacija translacije, 
 stop kodon se spremeni v kodogen, translacija se podaljša [41, 50], 
 sprememba strukture proteina zaradi spremenjenega 
aminokislinskega zaporedja, 
 spremenjena interaktomika proteina kot posledica spremenjene 
strukture [9, 14, 41, 50]. 
 
Statistično in globalno gledano imajo trans-elementi na variabilnost ravni proteinov malo 
vpliva med posamezniki, vendar je njihov vpliv preko celotne populacije znaten 
(predstavljajo do 50 % variabilnosti). Na variabilnost v količini proteinov imajo daleč 
največji učinek cis-elementi, tj. genotip gena in njegovega bližnjega okolja [42], še 
posebej nesinonimne mutacije [9, 24]. Kvasovka S. cerevisiae ima značilno visoko 
razmerje v prid kodirajočim zaporedjem v primerjavi z nekodirajočimi deli, zato so 
vzročne variante bolj gotovo znotraj ORF [15, 16]. 
Vzročna varianta ne vpliva na fenotip nujno zaradi svojega nukleotidnega zaporedja [17]. 
Genetska variabilnost neposredno vpliva na omrežja koreguliranih transkriptov. 
Transkripcijska omrežja nadalje vplivajo na omrežja koreguliranih proteinov (ti niso 
nujno v interakciji). Korelacija med obema omrežjema ni nujna, saj a) raven 
transkriptomske variabilnosti znotraj osebka presega raven variabilnosti z istega lokusa 
znotraj populacije, b) v splošnem ne dokazuje neposredne vzročne zveze zaradi dodatnih 
procesov (translacija, stabilnost), ki sodelujejo pri sintezi proteinov. Majhna variabilnost 
v transkripciji z enega lokusa zaradi dodatnih sledečih procesov torej le stežka korelira z 
variabilnostjo v količini sintetiziranega proteina [50]. 
Analize kažejo, da so variabilnosti v proteinskih omrežjih zanesljiveje posledica variacij 
v regulatornih regijah kot pa neposredno v transkripcijskih regijah. Variabilnosti na 
transkriptomski ravni je – za razliko od proteinske ravni – pogosteje posledica 
neposrednih cis-regulatornih regij. Genska variabilnost na variabilnost v koreguliranih 
proteinskih omrežjih bolj vpliva posredno preko oddaljenih regulatornih regij. Seveda ne 
drži, da variabilnost na transkriptomski ravni ne vpliva na variabilnost na proteomski 
ravni, marveč obstajajo še dodatne variante genetskih regulatornih lokusov, ki pa imajo 





1.3.2 Interakcijske mreže 
Genetske interakcije 
Genetske interakcije identificirajo nabore genskih variant, ki vplivajo na neki fenotip. Po 
definiciji so genske variante različnih lokusov v interakciji, če vodijo v drugačen fenotip, 
kot bi pričakovali z vsoto prispevkov vsakega posameznega lokusa. Interakcija je 
pozitivna, če drugi lokus izboljša fenotipske spremembe s prvega lokusa (maskiranje 
fenotipa ali celo genetska supresija). Gena v pozitivni interakciji sta navadno tesno 
funkcionalno povezana [38, 51–57]. Interakcija je negativna, če drugi lokus poslabša 
fenotip prvega lokusa, npr. evolucijska interakcija Dobzhansky-Muller [58]. Navadno 
taka gena sodelujeta v vzporednih bioloških poteh in omogočata določeno raven pufranja. 
Ekstremni primer negativne genetske interakcije je sintetična genetska letalnost (SGA, 
ang. synthetic genetic array), pri kateri nobena izmed dveh variant na dveh lokusih ni 
usodna sama zase, njuna kombinacija pa vodi v smrt organizma [38, 51–55]. 
Funkcijska genomika želi sistematično napovedati funkcije genov in določiti celične 
biološke poti [36, 46]. Genetske interakcije gradijo genetska omrežja, ki vsebujejo tudi 
informacijo o jakosti in smeri (pozitivna, negativna) interakcije. Na njihovi podlagi lahko 
odkrivamo funkcionalna razmerja med produkti genetskih variant [46, 51, 59]. Geni, 
katerih produkti sodelujejo v podobnih bioloških procesih, imajo nekatere genetske 
interakcije skupne. Geni, ki kodirajo za proteine, ki sodelujejo v isti biološki poti oziroma 
tvorijo komplekse, imajo podoben interakcijski profil. Ta torej na kvantitativni ravni 
opisuje funkcijsko podobnost. S hierarhičnim združevanjem posameznih skupkov 
zgradimo globalni interaktom [46]. S kartiranjem posameznih genetskih interakcij na 
globalno omrežje jih lahko hierarhično povežemo s celičnim razdelkom, bioprocesom in 
s funkcijo na mehanistični ravni v biološke komplekse, biosintezne in signalne poti [46, 
51, 59–61]. Iz tega pa neposredno sledi, da se s statistično določeno verjetnostjo da 
napovedati nove funkcije genov iz genetskih omrežij. Na enak način se da napovedati 
tudi globalne spremembe ob perturbaciji gena [46, 60–62]. 
Genetika ni usoda [9]. Interakcije so lahko pogojene tudi z okoljem, pri čemer globalno 
interaktomsko mrežo razširja še tretji dejavnik [22, 63, 64]. Odstopanja od pričakovane 
(referenčne) hitrosti rasti (fitnesa v primeru mikroorganizmov) so posledica perturbacije 
zaradi spremenjenih razmer okolja [65], diferencialne genetske interakcije pa kažejo na 
neposredno funkcijsko povezanost s perturbacijo [64]. Kemijska genomika natančneje 
odkriva kemijsko-genetske interakcije ob prisotnosti izbranih snovi. Interakcija obstaja, 
če je odpornost proti kemikaliji dveh sicer izogenskih sevov različna – razlikujeta se le v 




aleloma) funkcijsko povežemo z odpornostjo proti kemikaliji oziroma proces povežemo 
z biološkimi potmi [51, 59, 66, 67]. Za izbrano testirano snov lahko odkrijemo tarčo 
znotraj celice oziroma njen tarčni profil primerjamo z drugimi snovmi [55, 61, 63, 67, 
68]. Na tak način odkrivamo in razlagamo nove povezave med genotipom in fenotipom 
[51, 59, 66]. Na genetsko interakcijo torej vplivajo tudi dejavniki okolja. Funkcionalna 
razmerja popisuje tudi odvisnost med koncentracijo kemikalije (doza) in izraženo 
genetsko interakcijo [53, 60, 63].  
Genetska omrežja so v splošnem veliko bolj kompleksna, saj niso omejena na dvo-
lokusne interakcije, marveč so te multi-lokusne. Njihova glavna težava pri sistematičnem 
odkrivanju in analizi je potenčno naraščanje [51]. Prav obširna in prepletena genetska 
omrežja višjih redov so podlaga za ti. učinek genetskega ozadja. To pomeni, da vpliv 
istega alela na fenotip v genetsko različnih osebkih ne bo enak oziroma vpliv vzročne 
variante v različnih segregantah ne bo enak. Genetsko ozadje določa tendenco, da se bo 
na podlagi vzročne variante fenotip tudi izrazil, in v kolikšni meri [69]. 
Proteinske interakcije 
Definicija genetskih interakcij ne zahteva mehanističnih dokazov, temveč so definirane 
le z vplivom na neki fenotip. Po drugi strani so proteinske interakcije definirane s fizičnim 
stikom proteinov [52, 61]. Proteom je kompleksnejši od genoma. Njegova dinamika 
temelji na asociaciji kompleksov in koreguliranih proteinov, posttranslacijskih 
modifikacijah, stabilnosti proteinov, njihovi kinetiki in razgradnji [49, 65, 70]. 
Prav tako so posamezne proteinske interakcije povezane v velika interakcijska omrežja. 
Z integracijo komplementarnih genetskih in proteinskih interakcijskih omrežij je mogoče 
ovrednotiti že znane funkcije variant, pa tudi napovedati nove variante [52, 61].  
1.3.3 K sistemski biologiji  
Področje sistemske biologije združuje, povezuje in analizira podatke o obnašanju 
organizma v testnih pogojih, da bi lahko napovedali obnašanje organizma v spremenjenih 
razmerah. Podatke, ki jih sistemska biologija vključuje, so različnih virov in ravni: z 
visokozmogljivimi metodami pridobimo informacije o transkriptomiki, proteomiki, 
metabolomiki, genomiki in kemogenomiki. Na nižji ravni pa lahko z visoko ločljivostjo 
pridobimo molekularne informacije, genotipe, podatke o izražanju, aktivnosti in vezavi 
transkripcijskih faktorjev, proteinskih interakcijah. Z njihovo kombinacijo in integracijo 
sistemska biologija rekonstruira vzročna genska omrežja in biosintetske poti, z njimi pa 




Večina lastnosti, ki so industrijsko (proizvodna, kmetijska, medicinska [25], prehrambna, 
proizvodnja biogoriv, farmacevtska industrija [72]) uporabne, so kompleksne. Njihovo 
podlago predstavlja genska arhitektura, hkrati pa tudi genetske interakcije in interakcije 
med geni in okoljem [25]. Identificirani QTG oziroma QTN so izhodišče za pripravo 
šasije industrijsko uporabnih sevov [72]. 
1.4 Odpornost kvasovke proti soli 
 
Industrijsko pomembni fenotipi so povezani tudi z odpornostjo na stres: pH, temperatura, 
osmolarnost, etanol, toksini, stradanje [72]. V bioreaktorju se zlahka pojavijo 
hiperosmozni pogoji oziroma povišana [Na+] [73], ki nastanejo zaradi procesa 
fermentacije, sinteze produktov oziroma sekundarnih metabolitov per se, ali pa so taki že 
od začetka zaradi izbire gojišča [72].  
 
Kvasovke v naravnem habitatu velikokrat izkusijo nihanja v osmolarnosti, tj. dostopnosti 
vode. Poleg objektivnih dejavnikov na osmolarnost vplivajo tudi kvasovke same, npr. pri 
fermentaciji z izločanjem etanola. V hiperosmolarnih pogojih akumulirajo 
osmoprotektante, npr. glicerol [74, 75]. Dodatek NaCl povzroči dva biološka učinka: 
hiperosmolarnost in toksičnost zaradi Na+-ionov [74]. 
Ključni modulatorji številnih signalnih poti so kinaze in transkripcijski faktorji [53, 64]. 
Odpornost kvasovke S. cerevisiae proti soli je v osnovi nizka (v primerjavi z drugimi 
mikroorganizmi) in temelji na signalni poti zaradi hiperosmolarnosti, regulirani z 
glicerolom (HOG, ang. high osmolarity glycerol), z mitogeni aktivirano protein kinazo 
(MAPK, ang. mitogen-activated protein kinase) [30, 60, 64, 72, 75–77], ki je splošna 
signalna pot preko kinaz kot odziv na stres [53, 60, 65, 72, 76, 77]. Ob povišani 
osmolarnosti se ta signalna pot aktivira prej kot v eni minuti [75]. 
Senzorja Sho1 in Sln1, ki sta na plazemski membrani (slika 1), zaznata spremembe v 
osmolarnosti. Pri tem je Sln1 bolj občutljiv od Sho1, zato delujeta komplementarno:  
 Sln1 zaznava hipoosmolarnost kot posledico fizičnega nabrekanja celic, HOG-pot 
pa deaktivira pri hiperosmolarnosti oziroma krčenju celice,   
 Sho1 zaznava hiperosmolarnost [75].  
 
Takrat se kinaza Hog1 fosforilira s Pbs2 in premakne v jedro, kjer deluje kot 




 Spodbudi izražanje proteinov Gpd1 in Gpp2, ki sodelujeta pri sintezi 
osmoprotektanta glicerola [32, 74, 75, 77]. Ta nazadnje služi kot aktivator 
negativne povratne zanke aktivacije HOG-poti pri hiperosmolarnosti [75]. 
 Citosolna fosforilirana Hog1 na dveh mestih tudi fosforilira kinazo Rck2, ki 
fosforilira translacijski elongacijski faktor 2 (EF-2). Fosforiliran se ne veže tako 
močno na ribosome in upočasni translacijo [74–76, 78]. Sicer je prvi in najhitrejši 
odziv na hiperosmozni stres mobilizacija obstoječih mRNA in pospešena 
translacija odzivnih proteinov, ki so zvečine membransko vezani. Translacija se 
tako specifično izvaja na endoplazemskih polisomih. Z uravnavanjem 
transkripcije in translacije se zagotovi odziv ustrezne jakosti ob ustreznem 
trenutku [78]. 
 Na promotorjih se veže na podenoto Rpb2 RNA-polimeraze II in spodbudi 
izražanje proteinov, ki sodelujejo pri preoblikovanju kromatina in sklepno kot 
odgovor na osmozni stres [60].  
Vsak odgovor celice na osmozni stres pa 
je kvantitativno odvisen od dražljaja 
[65]. Pri zmernih pogojih (0,4 M NaCl) 
je fosforilacija Hog1 le prehodna in hitro 
pride do adaptacije: fosforiliran Hog1 se 
že po 1 min premakne v jedro, kjer 
ostane do 30 min, ko se izvede 
adaptacija. Pri ekstremni slanosti (1,4 M 
NaCl) oziroma hiperosmolarnosti (K+, 
sorbitol) pa kvasna celica le stežka 
odgovori na zunanji stres. Hog1 se z 
zamikom (30 min) fosforilira in 
translocira v jedro, zaradi česar z 
zamikom pride do ustreznega odziva. Ta 
fosforilacija in odziv pa sta trajna (več 
ur). To pomeni, da je odziv na 
hiperosmolarnost neodvisen od 
toksičnosti Na+, zelo verjetno pa ga 
zaznava tudi še kakšen drug osmosenzor. 
Pri visoki osmolarnosti je namreč 
aktiven le Sln1, ne pa tudi Sho1 [77].  
Slika 2: HOG-kinazna signalna pot [74]. Shema 
prikazuje faktorje v signalni poti HOG, ki se kot 





V krožni zasnovi eksperimenta, kjer so zaporedno križali 12 tako genotipsko kot 
fenotipsko različnih kvasnih sevov, so na temeljih analize X-QTL določili genomsko 
zaporedje vseh 12 naborov v soli selekcioniranih segregant (0,5 in 1 M NaCl) [30]. Vzrok 
za razliko v odpornosti temelji znotraj genskega lokusa ENA na kromosomu 4. ENA1 
zapisuje za natrijevo ATP-azno črpalko tipa P, ki natrijeve ione črpa iz celice v zunanjost, 
transkripcijo pa aktivira signalna pot HOG [15, 30, 44, 69, 74]. Promotor lokusa ENA 
vsebuje CRE (elementi, odzivni na cAMP), na katere se veže CREBP (na CRE vezavni 
protein), imenovan Sko1/Acr1, ki ga uravnava HOG MAP-kinazna pot. Transkripcijski 
faktor deluje kot represor, sicer pa se lokus izraža pod močnim konstitutivnim 
promotorjem CYC. Z osmoznim šokom represor oddisociira [75]. Raven odpornosti na 
hiperosmozni stres zavisi tudi od mutacij v regulatorju CYC8 [58]. 
Hibrid, ki je nastal kot posledica človeške dejavnosti gojenja in predelave oliv, S. 
cerevisiae × S. paradoxus, raste v slanici, v kateri so olive konzervirane. Na genomski 
ravni je prišlo do obširne izgube heterozigotnosti: zvečine se je ohranil (in homo-
diploidiziral) genom vinskega seva S. cerevisiae z odseki S. paradoxus. Ključna za 
preživetje hibrida v slanici oliv je bila razširitev lokusa ENA [79]. Geni ENA1, ENA2 (98-
odstotna), ENA5 (97-odstotna podobnost z ENA1) omogočijo večjo odpornost proti soli, 
pri tem gre na genetski ravni za introgresijo iz vrste S. paradoxus. Različno število kopij 
genov ENA1,2,5 vsebujejo evropski sevi, tuji sevi pa vsebujejo izvorno obliko ENA6 (91-
odstotna podobnost z ENA1) le v eni kopiji, kar oslabi odpornost proti soli [15, 30, 44, 
69, 74, 79]. Hibridi iz slanice oliv vsebujejo kar do 18 kopij lokusa ENA, pri čemer CNV 
korelira z odpornostjo proti NaCl [79]. 
Sev CEN.PK113-7D vsebuje le eno kopijo ENA6, vendar se tudi transkripcija te ATP-
azne črpalke aktivira ob prisotnosti Na+ ali Li+. Njena kapaciteta črpanja je nizka, kar 
vodi v povečano občutljivost seva na Na+ ali Li+, vendar ne tudi na K+ oziroma nevtralni 
osmolit sorbitol [73]. S povečanim izražanjem ENA6 pa se tudi odpornost proti 
hiperosmolarnosti poveča [58, 73]. 
Variabilnost v odpornosti na osmozni stres sevov z ENA6 je posledica sprememb v 
njegovem promotorju (regija, ki se odzove na alkalno okolje ARR2 (ang. alkaline 
response region), TATA-zaporedje (ang. TATA box)). Delecija njegovega dela 
onemogoča vezavo transkripcijskih represorjev Mig1, Mig2 in Nrg1 [80]. 
Ker v standardnih pogojih ni razlike v fitnesu za obe možni varianti lokusa ENA, se je 
oblika ENA6 obdržala. Kljub temu pa ima zelo pleiotropen učinek, saj so populacije z 




Sevi brez ENA1 so torej občutljivi na Na+, še posebej okrog nevtralnega pH. Pri nizkem 
pH Trk1 in Trk2 omogočata privzem K+, Nha1 (Na+/H+-antiporter) pa omogoča črpanje 
Na+ in K+ v kislo okolico, kar zmanjšuje osmozni stres preko komplementarnih 
mehanizmov [74, 75]. ENA-lokus je občutljiv le na [Na+], ne pa tudi na splošen osmozni 
stres s sorbitolom kot osmolitom [75, 81]. 
Odpornost proti soli je opredeljena kot izrazita monogenska lastnost, z genoma ENA1 
oziroma ENA6 kot vzročnima variantama. Omrežje genetskih interakcij ni kompleksno, 
zato dodatni faktorji, tudi specifični v genetskem ozadju, niso pričakovani [19, 58, 69, 
80].  
V raziskavah so pokazali tudi splošno reorganizacijo aktina kot odziv na osmozni stres. 
Poveča se količina kompleksa Arp2/Arp3, ki omogoča polimerizacijo aktina [65, 74, 82], 
z njim pa je zelo povezan protein Rho1. Je splošni morfogeni faktor in GTP-vezavni 
protein, ki aktivira pot protein kinaze C [75]. Aktin se v začetni fazi odziva na 
hiperosmozni stres namreč razgradi, pri adaptaciji nanj pa ponovno polimerizira, 
vzpostavita se polariteta celice in njena rast [74, 75]. 
Signalna pot, ki se v kvasovki sproži kot odgovor na povišano koncentracijo Na+, poteka 
preko kalcinevrina. Kalcinevrinska signalna pot ni ključna v odgovoru na osmozni stres, 
ki ga ne povzročajo ionske zvrsti [74]. Povišana [Na+] sprosti Ca2+ iz znotrajceličnih 
zalog, kar aktivira kalcinevrinsko fosfatazo. Posledično se aktivirajo transkripcijski 
faktorji, ki spodbudijo sintezo ATP-aznih črpalk tipa P (PMC1, PMR1, TRK1, TRK2, 
ENA1). Te uravnavajo homeostazo majhnih kationov (Ca2+, Na+ in Li+, K+) [74]. 
Alternativne poti odziva na osmozni stres so [74, 75, 77]:  
 Pot, odvisna od protein kinaze A: Regulator je cAMP, pot pa se splošno aktivira 
ob vsakem stresu. 
 Pot integritete celične stene (CWI, ang cell-wall integrity pathway) oziroma 
protein kinaze C: Pot uravnava sintezo celične stene, ključnega elementa pri boju 
s spremembo osmolarnosti, in reorganizacijo aktina, ki sodeluje pri polarizirani 
celični rasti. Pot je pomembna zlasti pri hipoosmoznih pogojih. 
 Preko Ca2+: pot preko kalcinevrina, ki se aktivira pri hipo- in hiperosmoznih 






2 Namen dela in hipoteze 
Glavni namen študije je bilo spremljanje prenosa genetskih vzročnih variant 
izbrane poligenske lastnosti. Variante, ki povzročajo variabilnost v jakosti kvantitativne 
lastnosti, smo se odločili spremljati skozi več generacij povratnega križanja kvasovk.  
Zamislili smo si, da raziščemo genetsko osnovo odpornosti kvasovke S. cerevisiae proti 
NaCl. Gre za kompleksno lastnost, ki jo je možno kvantitativno meriti na velikem številu 
sevov kot hitrost rasti (fitnes) ob prisotnosti določene koncentracije soli. Ob tem gre za 
stabilno in dostopno spojino, saj smo predivdeli, da bomo morali za vse stopnje poskusa 
pripraviti veliko testnih plošč in gojišč. 
Kot 1. starševski sev smo uporabili Y7092, saj ta že vsebuje vse zahtevane označevalce 
za SGA. Odločili smo se, da kot 2. starševski sev uporabimo takega, ki ima od njega čim 
bolj različen fenotip. Izbrali smo ga iz lastne knjižnice laboratorijskih, vinskih sevov in 
naravnih izolatov. 
Velika razlika v izhodiščnih fenotipih ni nujno potrebna, saj bi variabilnost v odpornosti 
proti soli lahko opazili tudi pri potomkah križanja dveh fenotipsko podobnih sevov. 
Različne kombinacije njunih variant bi lahko vseeno vodile v različne fenotipe. Velika 
razlika v fenotipih starševskih sevov je lahko podlaga za veliko fenotipsko variabilnost 
segregant. To pa pomeni, da bi precej lažje ovrednotili razlike med izraženimi fenotipi. 
Velike razlike v fenotipih pa lahko vodijo v velike razlike v genotipih. Večje, kot je 
število obstoječih variant v populaciji, težje je med njimi izbrati vzročne. Da bi jih lahko 
določili, smo predvideli pristopa določanja vzročnih variant X-QTL in večkratnega 
povratnega križanja. 
Ker gre za fenotip odpornosti, smo predpostavili, da bomo vzročne variante določili iz 
velikega zbira genotipsko različnih potomk (segregant po sporulaciji heterozigotnega 
diploida) na podlagi analize X-QTL. Primerjali smo razmerja variant, ki so prisotne v 
populaciji, sposobni rasti pri visoki koncentraciji soli, in v referenčni populaciji. Iz take 
analize X-QTL zbira 1. generacije smo predvideli osnutek vseh možnih vzročnih variant. 
Načrtovali smo, da bomo najodpornejšo segreganto, ki smo jo na tak način ovrednotili, 
uporabili kot starševski sev naslednje generacije. Križali smo jo z vsakim starševskim 
sevom posebej. Potek analize se je tako razdelil na 2 starševski veji. Iz vsake smo 




soli predhodne generacije. Optimalno se povprečje v vsaki populaciji pomika proti 
ekstremnejšim vrednostim; njihovo lastnost lahko pripišemo variantam v populaciji. 
Predpostavili smo, da bomo postopek 7-krat ponoviti. Takrat je v vsaki veji teoretično le 
še 2,34 % genoma nasprotnega starševskega seva. Vzročne variante, če imajo dovolj velik 
prispevek, bi se fiksirale in introgresirale (»razredčile«) v genomu nasprotnih variant. 
Da bi pojasnili genetsko arhitekturo poligenske lastnosti, smo predvideli določanje 
nukleotidnega zaporedja celotnega genoma posameznih za lastnost zmagovalnih sevov 
vsake generacije in zbirov segregant 1. in 7. generacije (2 liniji).  
Da bi lahko dosegli želeni namen magistrskega dela, samo se odločili spremljati: 
 kako nevzročne oziroma variante z majhnim doprinosom k variabilnosti iz populacije 
izginjajo, 
 kako se prvotno veliki vzročni lokusi zaradi bližnjih rekombinacij krčijo,  
 kako se zaradi selekcije in vsebovanih variant spreminja fenotip populacije potomk, 





1. Preko sedmih generacij povratnega križanja se bo delež genoma nasprotnega 
starševskega seva v populaciji zmanjševal. 
2. Deli genoma, ki bodo po sedmih generacijah povratnega križanja ostali v 
najbolj odpornih segregantah in pripadajo nasprotnemu starševskemu sevu, 





3 Eksperimentalni del  
V tem tehničnem poglavju bomo predstavili metode in postopke v sosledju, po katerem 
smo lahko razrešili zastavljene cilje. Natančneje bodo opisani specifični postopki, ki niso 
standardni v vsakem molekularnobiološkem laboratoriju. Priprava gojišč, gojenje 
kvasovk in bakterij, reakcije PCR, gelska elektroforeza, transformacije kvasovk in 
bakterij so bili natančno popisani že v diplomskem delu (Žun, 2017) [83]. Uporabljeni 
reagenti, pripomočki in naprave so navedeni v prilogi 1. 
3.1 Redčitvene vrste in preliminarni testi odpornosti proti NaCl 
 
Da bi lahko spremljali dedovanje poligenske lastnosti, smo se odločili med seboj križati 
2 fenotipsko zelo različna starševska seva. Predpostavljamo, da je zaradi večje 
variabilnosti starševskih sevov variabilnost populacije segregant njunega križanca še 
večja. Opravili smo preliminarne teste odpornosti različnih laboratorijskih (Y7092, 
BY4741, CEN.PK, FY4, W303), vinskih sevov (AWRI1631, WA, RM11-1a) in naravnih 
izolatov (NA, SK1), da bi pokrili čim širši habitatni in posledično tudi fenotipski spekter 
(slika 2). Pri tem so genotipske razlike med BY4741, Y7092 in FY4 samo v regijah 
genetskih označevalcev.  
Prekonočnim kulturam smo izmerili optično gostoto (OD600) in jih v sterilni vodi redčili 
do OD = 1.  Napravili smo 7 redčitev s faktorjem 10-1. Po 3 μl vsake redčene suspenzije 
smo točkovno inokulirali na agarno ploščo s kompleksnim gojiščem YPD (ang. yeast 
extract, peptone dextrose; kvasni ekstrakt, pepton, glukoza) z različnimi koncentracijami 










Iz slike 2 razberemo, da ni opaznih razlik v fenotipu med Y7092, BY4741 in FY4. To 
pomeni, da genetski označevalci, ki jih ti sevi vsebujejo zaradi rabe v molekulskem 
kloniranju, niso vzročni. 
Za človeka fiziološka koncentracija soli je prenizka, da bi znatno vplivala na hitrost rasti 
različnih kvasnih sevov. Pri koncentraciji soli 1,00 M pa opazimo jasne razlike med njimi: 
izhodiščni sev z označevalci SGA je zelo odporen proti soli, medtem ko sevi WA, SK1 
in CEN.PK niso. Sev SK1 agregira (ni prikazano), zato je za fenotipizacijo manj primeren 
kot CEN.PK in WA, že znanih genomskih podatkov o laboratorijskem sevu CEN.PK [84] 
pa je več kot o vinskem izolatu WA. 
V študiji prenosa lastnosti smo uporabili proti soli odporen sev BY oziroma njegovo 
izpeljanko s SGA-označevalci Y7092 in neodporen laboratorijski sev CEN.PK113-7D. 
 
Slika 2: Preliminarne redčitvene vrste. Slike prikazujejo rast inokulirane suspenzije na agarni plošči pri 
30 °C po 72 h. Označeni so testirani sevi in izračunana redčena vrednost OD v vsaki vrsti. Zgoraj levo slika 
prikazuje rast v kontrolnih pogojih, YPD + 0,00 M NaCl, zgoraj desno ji sledi gojišče s fiziološko 
koncentracijo soli, YPD + 0,154 M NaCl, spodaj levo pa YPD + 1,00 M NaCl. Pri koncentraciji NaCl + 
2,00 M ni opazne rasti nobenega izmed sevov niti po 96 h. 
Slike so posnete s transmisijskim optičnim bralnikom v črno-beli invertirani tehniki, kot je opisano v 
poglavju 3.6.2. 
YPD + 0,00 M NaCl YPD + 0,154 M NaCl 




3.2 Sintetični genetski nabor (SGA) 
 
Diploidne kvasovke sporulirajo v neugodnih razmerah. V laboratoriju so te običajno 
nizka raven dušikovih in ogljikovih hranil ter nižja temperatura. Da bi ločili posamezne 
askospore iz 4-celičnega askusa, lahko uporabimo tehnični ali kemogenetski pristop. Le 
fizično ločene spore se med seboj ne morejo ponovno pariti. Tehnično askospore iz 
askusa ločimo z disekcijo z mikromanipulatorjem, kemogenetski pristop pa temelji na 
metodi SGA (sintetični genetski nabor, ang. synthetic genetic array) [8]. 
Metoda SGA omogoča selekcijo želenega genotipa na podlagi treh genetskih 
označevalcev [21]. Metoda omogoča tudi robotsko replikacijo velikega nabora mutiranih 
kvasnih sevov, da bi sistematično pripravili dvojne (večkratne) mutante. Na tej osnovi je 
genetski poskus visoko zmogljiv in omogoča zaznavanje genetskih interakcij [38, 55].  
Križanje starševskih sevov nasprotnih paritvenih tipov vodi v nastanek heterozigotnega 
diploida. Sporulacija in kasnejša selekcija glede na SGA-označevalce omogoča selekcijo 
MATa haploidnih spor (segregant) [12, 21]. Te nastanejo zaradi mejozne delitve 
heterozigotne diploidne celice, ko potečeta neodvisna segregacija kromosomov in 
prekrižanje z rekombinacijo. Zaradi SGA-označevalcev pa se ne križajo in diploidizirajo 
dalje [54]. 
Začetni sev za pripravo nabora segregant je Y7092, ki ima genetsko ozadje seva BY 
(S288c), in ima ustrezne genske spremembe za analizo SGA. Te so: MATα 
can1Δ::STE2pr-Sp_his5 lyp1Δ ura3Δ0 leu2Δ0 his3Δ1 met15Δ0.  
 MATα pomeni, da se bo haploidni sev lahko križal s haploidnim sevom 
paritvenega tipa MATa.  
 can1Δ::STE2pr-Sp_his5 pomeni, da je gen CAN1, ki kodira zapis za permeazo za 
aminokislino arginin, izbrisan iz genoma. Na njegovem mestu je vstavljen gen 
HIS5 iz kvasovke Schizosaccharomyces pombe. Komplementarno je zmožen 
prevzeti funkcijo gena HIS3 vrste S. cerevisiae, ki sodeluje pri biosintezi 
aminokisline histidin, njegovo nukleotidno zaporedje pa je dovolj drugačno, da se 
ne zgodi njegova konverzija na izpraznjeno mesto his3Δ1. Gen HIS5 je pod 
promotorjem STE2, ki omogoča specifično izražanje v haploidu paritvenega tipa 
MATa. 





 ura3Δ0, leu2Δ0, met15Δ0 pomeni, da so iz genoma izbrisani geni URA3, LEU2 
in MET15, katerih proteini sodelujejo v biosintezi uracila, levcina in metionina. 
Sev tako ni sposoben rasti na gojišču brez uracila, levcina ali metionina. Genotip 
je posledica genetskega ozadja seva BY. 
 his3Δ1 pomeni, da je iz genoma delno izbrisan gen HIS3, katerega protein 
sodeluje v biosintezi histidina [54]. HIS3 ni popolnoma izbrisan, saj se v 
njegovem kodirajočem delu nahaja del promotorja PET56. Slabša aktivnost tega 
promotorja vodi v manjšo stabilnost mitohondrijske DNA, manjšo viabilnost in 
sposobnost proizvodnje celične energije [85] ter večjo občutljivost na prisotnost 
ocetne kisline [86]. Kljub temu mutacija his3Δ1 omogoča pojav revertant z 
deležem do 10-9 [54]. 
 
Sev, s katerim križamo osnovni sev za pridobivanje segregant preko SGA, ima iz genoma 
izbrisan celoten gen HIS3, torej his3Δ, in je paritvenega tipa MATa. 
Diploid med sevom Y7092 in izbranim sevom za križanje ima genotip (geni URA3, LEU2 
in MET15 za SGA niso pomembni): 
 MATa/MATα  
 CAN1/can1Δ::STE2pr-Sp_his5  
 LYP1/lyp1Δ  
 URA3/ura3Δ0  
 LEU2/leu2Δ0  
 his3Δ/his3Δ1  
 MET15/met15Δ0 
 
Da bi preko mejoze pridobili haploidne seve, moramo izvesti sporulacija. Ta se v 
populaciji ne zgodi do popolnosti; v kulturi tako ostane določen delež nesporulirane 
diploidne oblike, ter vse možne haploidne oblike glede na segregacijo genetskih 
označevalcev. Da bi odbrali le haploide enega paritvenega tipa, je gojišče brez 
aminokisline histidin, vsebuje pa tudi toksična analoga za arginin in lizin: L-kanavanin 
in tializin (S-AEC). 
 Odsotnost histidina onemogoča rast diploidni obliki in haploidu MATα, saj je gen 
HIS3 odsoten. Pod promotorjem STE2 se le v tipu MATa izraža HIS5, ki omogoča 
rast le seva MATa na gojišču brez histidina. 
 Kvasovka lahko preživi brez dodanih aminokislin arginina in lizina (ker ti geni 




aktivnih genih za permeazi CAN1 in LYP1 privzame. Gre za recesivna 
označevalca. Ker sta analoga toksična, takšna kvasovka propade: diploidna oblika 
oziroma vsakršna oblika s CAN1 ali LYP1. 
 
Ob zelo velikem številu kvasovk v kulturi lahko prihaja do anomalij pri selekciji, saj 
promotor STE2 lahko pušča in nekaj HIS5 se lahko izrazi tudi v diploidni obliki 
MATa/MATα, kar ji omogoča preživetje. Takšne anomalije imajo lahko precej velik vpliv 
na kasnejšo fenotipizacijo oziroma imajo neko selekcijsko prednost pri odbiranju. Zato 
sta še dva dodatna genetska označevalca, lyp1Δ in can1Δ, ki onemogočata rast diploidni 
obliki. Kar dva dodatna genetska označevalca sta dodana zato, ker lahko pride do 
rekombinacijskih dogodkov (ob tako številčni populaciji), da nastane diploid 
MATa/MATa lyp1Δ/lyp1Δ can1Δ/can1Δ. Ti rekombinacijski dogodki so redki, niso pa 
nemogoči. Verjetnost trikratne rekombinacije pa je že skoraj zanemarljiva [54, 55]. 
V gojišču brez histidina in z dodanim L-kanavaninom in tializinom tako selekcioniramo 
haploidne segregante MATa can1Δ::STE2pr-Sp_his5 lyp1Δ his3Δ [54, 55]. Pri analizi 
genomov in iskanju QTL je to fiksirano heterozigotnost potrebno upoštevati kot pozitiven 









3.3 Disekcija in priprava sevov 
 
Za križanje in sledeče zaporedno povratno križanje potrebujemo seve z genotipi: 
Tabela 1: Seznam potrebnih sevov v študiji. 
Sev MAT-lokus Genotip Uporaba 
Y7092 MATα can1Δ::STE2pr-Sp_his5 lyp1Δ 
ura3Δ0 leu2Δ0 his3Δ1 met15Δ0 
starševski sev v 1. križanju 
BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 starševski sev v povratnem 
križanju 
CEN.PK113-7D MATa MAL2-8c SUC2 starševski sev v 1. križanju 
CEN.PK113-7D MATα MAL2-8c SUC2 starševski sev v povratnem 
križanju 
 
Sev Y7092 s SGA-označevalci so pripravili v laboratoriju Charlesa Boonea [87]. Seva 
BY4742 MATα in CEN.PK113-7D MATa sta standardna laboratorijska seva [84]. 
Pripravili smo tudi sev CEN.PK113-7D MATα tako, da smo prvotno obliko transformirali 
s plazmidom, ki nosi zapis za endonukleazo HO. V genomu ima ta gen namreč izbrisan, 
da ostaja v stabilni haploidni obliki. Nukleazna aktivnost spodbudi rekombinacijo z 
lokusa nasprotnega paritvenega tipa, da nastanejo haploidi MATα, ki pa se takoj parijo. 
Dobimo diploidno obliko, ki v pogojih brez selekcijskega pritiska izgubi plazmid.  
Diploidno obliko seva CEN.PK smo sporulirali in opravili disekcijo tetrad z 
mikromanipulatorjem. Posamezno tetrado, obdelano z litikazo, smo z iglo pod 
mikroskopom najprej osamili tako, da smo jo prenesli na prosto mesto agarne plošče z 
gojiščem YPD. Z iglo smo nato tetrado razbili in osamili posamezne izolirane spore. Ko 
so iz njih zrasle kolonije, smo s PCR-reakcijo preverili njihov paritveni tip [88] (slika 11). 
Sev CEN.PK raste na minimalnem gojišču in je prototrofen. Da bi ga lahko vključili v 









S pristopom z gručami enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev 
(CRISPR, ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats) povezane 
enodnukleaze Cas9 (ang. CRISPR associated system), ki jo usmerja RNA, je možno 
prerezati dvoverižno DNA na specifičnem genomskem mestu. Popravljalni mehanizmi 
kvasovke S. cerevisiae dvoverižni prelom preferenčno popravijo s homologno 
rekombinacijo in ne z združevanjem nehomolognih koncev. Metoda tako omogoča 
natančno in sistematično spreminjanje genoma, saj je RNA, ki usmerja protein Cas9 k 
tarči, programabilna [89, 90]. 
Sprememba območja okrog genomske tarče tako zahteva 3 komponente:  
 protein Cas9, ki ga izrazimo s plazmida p414 pod promotorjem TEF1, z  jedrnim 
lokalizacijskim signalnom SV40 in terminatorjem CYC1, 
 usmerjevalno RNA (gRNA), ki ga usmerja, in jo izrazimo s plazmida p426 pod 
promotorjem SNR52 in terminatorjem CYC1, ter 
 matrico s previsnimi regijami, ki jih bodo popravljalni mehanizmi prepoznali kot 
homologne in na njihovi osnovi popravili nastali dvoverižni prelom [89]. 
 
Optimalne tarče sistema CRIPSR-Cas9 poiščemo npr. z bioinformatskim orodjem 
Benchling. Na širšem območju tarče ta najprej poišče protovmesniku bližnje motive 
(PAM, ang. protspacer adjacent motif), kamor se prilega endonukleaza. Protein Cas9 
specifično išče zaporedja NGG. Zaporedje za gRNA je 20 bp navzgor od njega in usmerja 
Cas9 na bolj specifična mesta kot samo PAM ter mu omogoča prerez verig DNA. Mesta 
prileganja gRNA orodje razvrsti glede na 2 kriterija: 
 njihovo specifičnost znotraj izbranega genoma, saj se identično zaporedje 
teoretično lahko pojavi na več mestih oziroma sistem tolerira tudi določena 
manjša neujemanja, 
 aktivnost gRNA-molekule na podlagi izračuna proste energije njenih sekundarnih 
struktur [90]. 
 
Zapis za izbrano 20 nt dolgo iskalno enoto gRNA, crRNA (CRISPR-RNA), v plazmid 





3.4.1 Uporaba CRISPR-Cas9 
Metodo CRISPR-Cas9 smo uporabili, da smo v sevih BY4742 MATα, CEN.PK113-7D 
MATa in CEN.PK113-7D MATα izbrisali gen HIS3. Sev BY že vsebuje inaktivirano 
obliko zapisa z vnesenim stop kodonom, vendar bi se teoretično ta lahko rekombiniral s 
funkcijsko komplementarnim SGA-označevalcem HIS5 ali revertiral. Da do tega ne bi 
prišlo, smo v vseh 3 sevih popolnoma izbrisali zapis za HIS3 od start do stop kodona. 
Tarča znotraj gena je na protismerni verigi in ima zaporedje: 
 CCTTGAACGCACTCTCACTA, sledi ji zaporedje PAM CGG.  
Endonukleaza Cas9 tako DNA prereže med mestoma 566 in 567 znotraj ORF. Izbrana 
gRNA ima glede na bioinformatsko orodje Benchling popolno specifičnost (100,0) in 
relativno visoko aktivnost (60,6). 
Kot matrico za popravilo nastalega dvoverižnega preloma s homologno rekombinacijo 
smo kvasovko hkratno transformirali tudi z 90 bp dolgo dsDNA. Tak kos DNA ima prvih 
45 bp enakih tistim v genomu nad start kodonom za HIS3, zadnjih 45 bp pa ima enakih 
tistim na genomu pod stop kodonom za HIS3. Tako matrično DNA smo sestavili iz 2 








Raztopili smo ju v pufru za prileganje (10 mM Tris, pH 7,5–8,0, 50 mM NaCl, 1 mM 
EDTA) in jih v aparaturi za PCR najprej segreli do 95 °C, da smo sprostili sekundarne 
strukture, nato pa jih počasi ohlajali (1–2 h, po korakih do 20 °C), da so se baze lahko 
komplementarno parile. Za transformacijo smo uporabili 5 μg take matrične dsDNA. 
Izolirano genomsko DNA zraslih transformant smo uporabili kot matrico pri kontrolnem 
PCR z začetnima oligonukleotidoma, ki se prilegata nad in pod lokusom HIS3: 
 UP_HIS3_2F: GCATTAGTCAGGGAAGTCAT 





Dolžina pomnožka divjega tipa je 1292 bp, delecijske mutante pa 629 bp. Do delecije je 
prišlo praktično v 100-odstotkov primerov. Dokazali smo jo tudi s fenotipsko analizo, saj 
delecijske mutante ne morejo rasti na gojišču brez histidina. 








3.5 Križanje in povratno križanje, sporulacija in selekcija spor 
 
Pripravili smo vse starševske seve z zahtevanimi genetskimi označevalci: 
Tabela 2: Vsi sevi z ustreznimi genotipi za študijo povratnega križanja. 
Sev MAT-lokus Genotip Uporaba 
Y7092 MATα can1Δ::STE2pr-Sp_his5 lyp1Δ 
ura3Δ0 leu2Δ0 his3Δ1 met15Δ0 
starševski sev v 1. križanju 
BY4742 MATα HIS3::0 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 starševski sev v povratnem 
križanju 
CEN.PK113-7D MATa MAL2-8c SUC2 his3::0 starševski sev v 1. križanju 




Križanje sevov nasprotnih paritvenih tipov – v prvi stopnji Y7092 MATα in CEN.PK113-
7D MATa – smo izvedli na agarni plošči z gojiščem YPD. Kulturi s cepilno zanko smo 
nanesli v dveh pravokotnih sledeh, v sredini, kjer se obe stikata, pa lahko poteka križanje. 
Po 1 dnevu gojenja na trdnem gojišču smo celice iz križa precepili v tekoče gojišče. Tako 
prekonočno kulturo smo nato redčili v sterilni vodi in namazali na sveže trdno gojišče. 
Posameznim zraslim kolonijam smo nato s PCR-reakcijo določili paritveni tip [88] (slika 
11). 
3.5.2 Povratno križanje 
Po sporulaciji smo zaradi označevalcev SGA in selekcije izolirali segregante z genotipom 
MATa can1Δ::STE2pr-Sp_his5 lyp1Δ his3Δ. Najbolj proti soli odporno segreganto prve 
generacije smo križali s sevom BY4742 HIS3 MATα in posebej s sevom CEN.PK113-7D 
his3::0 MATα in odbrali najbolj odporni segreganti 2. generacije. Zmagovalko, tj. proti 
soli najbolj odporno segreganto, ki smo jo selekcionirali po križanju s CEN.PK v 2. 
stopnji, smo nato 5-krat povratno križali s starševskim sevom BY (linija BY). 
Zmagovalko, ki smo jo selekcionirali po križanju z BY v 2. stopnji, smo nato 5-krat 
povratno križali s starševskim sevom CEN.PK (linija CEN.PK). 
3.5.3 Predsporulacija  
Diploidno obliko Y7092 × CEN.PK, ki smo jo pripravili na začetku, in diploide v vseh 




Posamezno kolonijo diploidne kvasovke smo vcepili v 10 ml tekočega gojišča YPD. 
Prekonočno kulturo diploida smo centrifugirali pri 1750 g 5 min pri sobni temperaturi v  
15-mililitrskih centrifugirkah. Posedle celice smo nato dvakrat sprali v 10 ml sterilne 
vode MQ in premešali na vibracijskem mešalniku. 
Predsporulacijsko gojišče smo pripravili z avtoklaviranjem: 
 2×YP: 20 
𝑔
𝑙




 20-odstotni KAc: 20-odstotni kalijev acetat. 
 
V centrifugirko k posedlim spranim celicam smo dodali: 5 ml 2×YP, 1 ml 20-odstotni 




Končne koncentracije so bile: 1×YP, 1-odstotni KAc, 1×Sp (0,1 
𝜇𝑔
𝑚𝑙
). Premešali smo na 
vibracijskem mešalniku. Suspenzijo smo prenesli v 100-mililitrsko stresalno 
erlenmajerico in pri 30 °C stresali pri 190 rpm 3 dni. Celice so kot vir ogljika porabljle 
acetat. 
3.5.4 Sporulacija 
Po gojenju celic v predsporulacijskem gojišču smo jih prenesli v centrifugirko in 
centrifugirali pri sobni temperaturi 5 min pri 1750 g. Posedle celice smo še dvakrat sprali 
v 10 ml sterilne vode MQ, premešli na vibracijskem mešalniku. 
Za pripravo 200 ml sporulacijskega gojišča SPO++ smo potrebovali: 








koncentracija 1,5-odstotna), za 200 ml SPO++ smo dopolničo do 178,75 ml z MQ, 
 40-odstotna glukoza: avtoklaviramo, za 200 ml SPO++ smo porabili 1,25 ml  
40-odstotne glukoze (končna koncentracija 0,25-odstotna), 
 10-kratna raztopina aminokislin: avtoklaviramo, za 200 ml SPO++ smo porabili  
20 ml (končna koncentracija je 1-kratna raztopina aminokislin). 
 
10-kratno raztopino aminokislin in dušikovih baz za SPO++ smo pripravili tako, da smo 
zatehtali: 
 40 mg: adenin hemisulfat, uracil, tirozin, 




 100 mg: fenilalanin, 
 250 mg: treonin, 
skupaj 590 mg. Aminokisline smo zavreli v vodi MQ, da so se raztopile. Dopolnili smo 
do 100 ml z MQ in avtoklavirali. 
 
Po avtoklaviranju smo gojišče SPO-- dopolnili z glukozo in 10-kratno koncentracijo 
aminokislin za SPO++. Dodali smo antibiotik za bakterije 500×Sp do končne 1-kratne 
koncentracije. 
K spranim posedlim celicam iz predsporulacijskega gojišča v centrifugirki smo dodali  
10 ml gojišča za sporulacijo SPO++ s Sp. Suspenzijo smo prenesli v 500-mililitrske 
stresalne erlenmajerice in stresali pri 60 rpm in 22 °C (tudi sobna temperatura) 1 teden. 
Uspešnost sporulacije smo preverili na namiznem mikroskopu pri 1000-kratni povečavi. 
Ocenili smo delež tetrad. 
3.5.5 Obdelava z litikazo 
Po 1 tednu sporulacije oziroma ob znatnem deležu tetrad (vsaj 10 %) smo izvedli selekcijo 
spor (haploidov). Najprej smo z litikazo razgradili steno, ki obdaja askus, da so se 
sprostile askospore: 




sterilno filtrirali. Alikvote smo shranili pri –20 °C, 
 za razgradnjo stene askusa smo alikvot litikaze odtalili in ga 150 μl dodali k 50 μl 
suspendirane kulture v gojišču SPO++ (dobimo redčenje 0,25). Premešali smo z 
obračanjem mikrocentrifugirke in ne na vibracijskem mešalniku. Pri sobni 
temperaturi smo inkubirali 30–60 min, 
 po obdelavi z litikazo smo k 200 μl 0,25-kratne koncentracije spor dodali 300 μl 
sterilne vode MQ. Dobili smo 500 μl suspenzije 0,1-kratne koncentracije spor, 
 iz take suspenzije smo pripravili redčitveno vrsto tako, da smo 100 μl predhodne 
suspenzije redčili z 900 μl sterilne MQ. Dobili smo redčitveno vrsto: 0,1×100, 
0,1×10-1, 0,1×10-2, 0,1×10-3, 0,1×10-4. 
Preostanek izvorne sporulacijske kulture smo shranili pri +4 °C.  
3.5.6 Selekcija spor (haploidnih segregant) 
S selekcijskim gojiščem za spore, HS, smo selekcionirali genotip MATa can1Δ::STE2pr-




Priprava selekcijskega gojišča HS: 
 2-odstotni agar: 20 g agarja smo avtoklavirali v 850 ml MQ, 




 YNB brez aminokislin in z (NH4)2SO4, 
o 2 g mešanice aminokislin za gojišče HS (brez histidina, arginina in lizina), 
o smo zavreli v vodi MQ, da so se vse aminokisline raztopile. Dopolnili smo 
do 100 ml in avtoklavirali, 
















aminoetil-L-cisteina (S-AEC), ki smo jo pripravimo v vodi MQ, sterilno filtrirali 
in shranili pri 4 °C, 
 po avtoklaviranju smo k agarju dodali mešanico aminokislin, glukozo in oba 
antibiotika za kvasovke. 
 
Mešanico aminokislin in dušikovih baz za gojišče HS smo pripravili tako, da smo 
zatehtali: 
 3 g: adenin, 
 2 g:  alanin, asparagin, aspartat, cistein, glutamin, glutamat, glicin, inozitol, uracil, 
valin, izolevcin, metionin, fenilalanin, serin, prolin, treonin, triptofan, tirozin, 
 10 g: levcin. 
 
Po 100 μl posamezne redčitve spor iz sporulacijskega gojišča SPO++ po obdelavi z 
litikazo smo namazali na ploščo s trdnim selekcijskim gojiščem HS. Gojili smo pri 30 °C 
2 dni. Nato smo prešteli zrasle haploidne selekcionirane spore [12, 21]. 
Glede na število zraslih haploidnih spor smo ocenili delež sporulacije in izračunali 
redčitev, ki vsebuje želeno število spor. Za sledeče ročno precepljanje smo izbrali takšno 
redčitev, da je na eni plošči z gojiščem HS zraslo približno 250 kolonij. Te se med seboj 
niso stikale, zato smo lahko izolate precepili v mikrotitrsko ploščo formata 384 s tekočim 
gojiščem YPD. S plošče smo nepristransko precepili vse kolonije, ne glede na njihovo 




Selekcijo spor lahko opravimo tudi v tekočem selekcijskem gojišču HS, da dobimo velik 
nabor (zbir) spor. Selekcija ustreznih označevalcev je učinkovita tudi po daljšem času 
gojenja (tudi 7 dni).  
Za zbir ekstremne populacije smo najprej na trdnem gojišču določili koncentracijo NaCl, 
kjer zraste 1 % kolonij v primerjavi s HS-gojiščem brez soli. V slanih pogojih tekočega 
gojišča HS smo spore gojili 4 dni, da smo dobili zadosti veliko populacijo za izolacijo 








3.6 Robotski kartezični manipulator in fenotipizacija visoke 
zmogljivosti 
3.6.1 Robotski kartezični manipulator 
Za fenotipizacijo posameznih haploidnih segregant smo morali najprej le-te ročno 
precepiti s trdnega selekcijskega gojišča HS v tekoče gojišče YPD mikrotitrske plošče 
formata 384. Z ročnim manipulatorjem skladnega formata smo prekonočne tekoče kulture 
z odtisom prenesli na pravokotno ploščo Nunc OmniTray s trdnim gojiščem YPD. Tako 
ploščo smo 2 dni gojili v inkubatorju pri 30 °C in predstavlja matrico pri sledečem 
kartezičnem precepljanju. 
V prostoru robotskega kartezičnega manipulatorja (Adept Plus, Postojna) so označeni 
prostori, kamor zataknemo in fiksiramo pravokotne agarne plošče. Te imajo namreč 
posebne utore, da se ne premikajo in so vsakokrat na istem mestu. Robot je programiran 
tako, da ima vnesene kartezične koordinate, kjer vsakokrat najde pravokotno ploščo. 
Robotski kartezični manipulator ima glavo s plavajočimi nerjavečimi konicami (V&P 
Scientific, ZDA), s katerimi preceplja kolonije v formatu 384. Glede na vnesene pozicije 
pravokotnih plošč (x, y) znotraj robota se tem približa z robotsko glavo. Ta ima vgrajen 
tudi ultrazvočni senzor, s katerim izmeri debelino plošč, da se glava lahko primerno spusti 
do površine agarne plošče (z). Po precepljanju robot konice spere v etanolu, jih očisti v 
ultrazvočni kopeli in nazadnje osuši v toku toplega zraka pred naslednjim precepljanjem 
[37–39, 67, 92]. 
Vsako matrično ploščo, na kateri je nacepljenih 384 posameznih kolonij, smo z robotskim 
kartezičnim manipulatorjem precepili na kvadratne plošče Nunc OmniTray z agarnim 
gojiščem YPD in dodano soljo. Testirali smo rast pri koncentracijah NaCl 0,25 – 2,50 M 
v inkrementu po 0,25 M.  
Število celic, ki jih prenesejo konice robotske glave, je zelo majhno, da lahko 
kvantitativno spremljamo rast posameznih tako precepljenih kolonij. Število celic, ki se 
precepijo na 1. odtisnjeno ploščo z matrice, je večje, kot se jih odtisne na 2. in 3. Da bi se 
še vedno lahko prenesle celice vseh 384 kolonij, smo odtis z ene matrice ponovili največ 










MATRICA → 2,50 M → 0,25 M → YPD kontrola1 → 
MATRICA → 2,25 M → 0,50 M → YPD kontrola2 → 
MATRICA → 2,00 M → 0,75 M → YPD kontrola3 → 
MATRICA → 1,75 M → 1,00 M → YPD kontrola4 → 
MATRICA → 1,50 M → 1,25 M → YPD kontrola5 → 
ČIŠČENJE 
 
Kolonije smo najprej odtisnili na ploščo z višjo koncentracijo NaCl, saj bo selekcija tam 
močnejša kot v naslednji plošči z nižjo koncentracijo. Nazadnje smo kolonije odtisnili na 
agarno ploščo z gojiščem YPD brez dodane soli kot kontrolo. Kontrolna plošča je nujna 
za kasnejšo analizo odpornosti, hkrati pa dokaz, da odsotnost zraslih kolonij na testnih 
ploščah ni posledica napak pri precepljanju. 
Število posameznih segregant, ki smo jih testirali, je relativno veliko, vendar v primerjavi 
z vsemi teoretično možnimi sporami (kombinacijami vseh variant) neznatno: 
 v 1. generaciji smo testirali 2156 različnih segregant na 7 ploščah, 
 v 2.–7. generaciji pa smo testirali po 1232 segregant vsake linije na 4 ploščah. 
 
Skupno smo v tej študiji fenotipizirali 16.940 posameznih segregant. Vsako smo testirali 
pri 10 različnih pogojih rasti, pri čemer smo morali vsakič opraviti tudi po 5 kontrol. 
Skupno smo v študiji porabili 880 pravokotnih plošč Nunc OmniTray. 
Robotsko nacepljene testne in kontrolne plošče smo zavili v plastično folijo, da smo 
preprečili izsuševanje, in jih gojili v inkubatorju pri 30 °C. Rast kolonij smo spremljali  
4 dni in podatke odčitali vsakih 24 h. Odprte plošče brez pokrova smo takrat slikali s 
transmisijskim optičnim bralnikom Epson Perfection V700 Photo Scanner. To pomeni, 
da smo v sliki zajeli podatke tako z zgornje površine plošče (prosojna plastika) kot tudi s 
spodnje površine (kolonije). 
V študiji smo opravili 3300 optičnih odčitkov plošč s kolonijami. 
3.6.2 Fenotipizacija visoke zmogljivosti 
Plošče s kolonijami smo zajeli s transmisijskim optičnim bralnikom z ločljivostjo  
300 DPI in kot negativ v črno-beli tehniki. Slike smo shranili kot datoteko .tiff v kvaliteti 




Slike smo najprej v programu IrfanView pretvorili v format .jpg. Tako sliko prepozna 
program HT Colony Grid Analyzer v Javi [93]. Sliko smo odprli v programu in nanjo 
naložili mrežo, v našem primeru formata 384. Mrežo smo morali prilagoditi razporejenim 
kolonijam in robovom pravokotne plošče. Program je nato v omejenem območju mreže 
okrog vsake kolonije ekstrahiral podatke o njeni velikosti. Zaradi črno-bele invertirane 
slike je prepoznal in ločil bele kolonije od črnega ozadja. V novo datoteko je program 
izpisal vrednosti velikosti kolonij na vsaki poziciji plošče posebej. Ker smo sliko zajeli s 
transmisijskim optičnim bralnikom, pa taka informacija ni vsebovala le podatkov o njeni 
površini, pač pa tudi podatke o njeni višini. 
Pripravili smo tekstovno datoteko, ki vsebuje podatke o položaju vsake kolonije posebej 
(16 vrstic, 24 stolpcev na plošči) in njeni identifikaciji. Testirane segregante smo 
razporedili le na notranjem delu plošče (308 pozicij), na obeh zunanjih vrsticah in stolpcih 
pa smo razporedili kontrolne seve (starševska seva BY in CEN.PK ter zmagovalna 
segreganta prejšnje generacije). Rast na robnih delih plošče zaradi okoljskih vplivov 
namreč ni enaka notranjosti plošče. 
Podatke smo statistično analizirali s skriptom v okolju Python (Python 2.7, Numpy 1.8) 
[92]. Ta je ekstrahiral podatke o velikosti kolonij iz datotek, ki smo jih naredili s 
programom HT Colony Grid Analyzer, statistično primerjal rast iste kolonije v testnih in 
kontrolnih pogojih, jih pripisal pripravljeni datoteki s pozicijami in identifikatorji kolonij, 
nato pa jih nazadnje izpisal v tekstovno datoteko. 
Najprej smo izračunali mediano velikosti ponovitev referenčnih kolonij na testni in 
kontrolni plošči posebej, v našem primeru je bil to bolj odporen starševski sev BY. 
Velikosti testiranih kolonij smo normalizirali na mediano velikosti referenčnega seva na 
vsaki plošči posebej. To je pomembno zato, da smo lahko podatke med ploščami 
primerjali, saj na vse ni bilo precepljeno enako število (enak delež) celic. Manjkajoče 
kolonije je zaznal program sam in jih označil, okužene in sumljive smo označili ročno. 
V naslednjem statističnem koraku smo normalizirano velikost kolonij v testnih pogojih 
primerjali z normalizirano rastjo v kontrolnih pogojih. Na tak način smo dobili podatek o 
odpornosti posamezne kolonije proti testirani snovi v primerjavi z referenčnim sevom. Po 
definiciji je ta vrednost za referenčni sev 1, nižja vrednost, [0,1), pomeni slabšo 
odpornost, večja vrednost, > 1, pa boljšo odpornost. Taki podatki so nato primerljivi med 
različnimi serijami precepljanja (slika 3) [39, 66, 81, 93]. 
Statistične podatke smo analizirali v programih Excel in R ter izrisali grafe porazdelitev 




Količina podatkov, ki smo jo pridobili s fenotipizacijo visoke zmogljivosti, je relativno 
velika. Pridobili smo 677.600 podatkov o relativni odpornosti segregant v primerjavi z 
BY pri različnih koncentracijah NaCl. 
Kot najodpornejšo segreganto v liniji vsake generacije smo izbrali tisto, ki je imela 
stabilen ekstremni fenotip. To pomeni, da se je pojavila kot ena izmed zmagovalnih pri 
več (višjih) koncentracijah NaCl po treh in štirih dneh gojenja. Na tak način smo izločili 
morebitne artefakte pri zaznavanju področja kolonije. 
  
Slika 3: Primer analize relativne odpornosti. Leva slika prikazuje rast v kontrolnih pogojih (generacija 
F1, 72 h, plošča 1/7), desna pa rast istih kolonij v testnih pogojih pri 1,50 M NaCl (generacija F1, 72 h, 
plošča 1/7). Velikosti testiranih kolonij se najprej primerjajo z mediano velikosti referenčnih kolonij 
znotraj iste plošče. S primerjavo normalizirane rasti iste kolonije med testno in kontrolno ploščo 




3.7 Izolacija genomske DNA za sekvenciranje celotnega genoma 
 
Genomska DNA (gDNA) iz kvasovke za določanje nukleotidnega zaporedja celotnega 
genoma (WGS, ang. whole genome (shotgun) sequencing) mora biti čim bolj čista. Njena 
koncentracija mora biti dovolj visoka, ne sme biti razgrajena, ne smejo biti prisotni RNA, 
sledovi topil in soli. 
Za izolacijo gDNA iz kvasovke S. cerevisiae smo uporabili komplet Epicentre Illumina 
MasterPure Yeast DNA Purification Kit. 
Pred izolacijo smo pripravili: 
 70-odstotni etanol: absolutni etanol redčimo z vodo brez nukleaz, 
 pufer 10 mM Tris-HCl pH 7,82, 
 izopropanol, 
 čiste 1,5-mililitrske mikrocentrifugirke, 
 RNaza A (Thermo Fisher), 10 
𝑚𝑔
𝑚𝑙
, shranjena v glicerolu in pufru 50 mM Tris-HCl 
pH 8,0, 10 mM EDTA, pri –20 °C. 
 
Postopek izolacije gDNA: 
1. Celice smo vcepili v tekoče gojišče YPD in jih gojili preko noči pri 30 °C v 
stresalniku. gDNA so izolirali tudi iz zbira selekcioniranih segregant iz tekočega 
HS-gojišča. 
2. Celice smo centrifugirali pri 1750 g v 1,5-mililitrski mikrocentrifugirki ali sterilni 
15-mililitrski centrifugirki 5 min pri sobni temperaturi. Vzeli smo 5 ml 
prekonočne kulture z OD600 ~ 20 v YPD oziroma do 15 ml kulture z močnim 
selekcijskim pritiskom (zbir v gojišču HS). 
3. Gojišče smo odlili. Od tu naprej smo delali v čistejših pogojih (brez nukleaz, z 
nastavki za pipetiranje s filtrom, delovne površine in pipete smo očistili z 
varikino). 
4. Raztopino Yeast Cell Lysis Solution smo pred uporabo dobro premešali. K 
posedlim celicam smo dodali 300 μl raztopine za lizo in premešali z mešanjem s 
pipeto ali obračanjem mikrocentrifugirke. 
5. Suspenzijo smo inkubirali 15 min v termobloku pri 65 °C. 
6. Suspenzijo smo 5 min hladili na ledu. Dodali smo 150 μl raztopine MPC Protein 





7. Celični preostanek smo centrifugirali v ohlajeni centrifugi pri 4 °C, 16.000 g  
15 min. 
 
Proteini so se pri tem oborili in posedli. Precipitat je bil lahko želatinast, pri tem pa ni 
bilo jasne fazne meje med precipitatom in supernatantom. Če se je to zgodilo, smo 
odpipetirali supernatant v novo mikrocentrifugirko, dodali dodatnih 25 μl raztopine MPC 
Protein Precipitation Reagent, premešali z obračanjem in ponovno centrifugirali v 
ohlajeni centrifugi pri 4 °C, 16.000 g 15 min. 
 
8. S pipeto smo previdno prenesli supernatant, dobro ločen od bele oborine celičnega 
preostanka, v svežo mikrocentrifugirko. 
9. Supernatantu smo dodali 500 μl izopropanola in dobro premešali z obračanjem 
mikrocentrifugirke. 
10. Suspenzijo smo centrifugirali pri sobni temperaturi 15 min pri 14.100 g. DNA 
smo oborili iz raztopine izopropanola. 
11. Nukleinske kisline smo opazili kot drobno svetlo oborino. Supernatant z 
izopropanolom smo previdno odlili in pazljivo dodali 500 μl 70-odstotnega 
etanola (v vodi brez nukleaz). Previdno smo premešali z obračanjem, da se 
oborina nukleinskih kislin ni odlepila od dna mikrocentrifugirke. 
12. Počasi in pazljivo smo odlili etanol, kratko centrifugirali in preostali etanol 
odstranili s pipeto. 
13. Nukleinske kisline (DNA in RNA) smo resuspendirali v 100 μl pufra 10 mM Tris-
HCl pH 7,82. Premešali smo s frcanjem mikrocentrifugirke.  
14. Obdelava z RNazo A: k 100 μl raztopine DNA z nečistočami RNA v pufru smo 
dodali 2 μl RNaze A (10 
𝑚𝑔
𝑚𝑙
). Inkubirali smo 1,5–2 h pri 37 °C. 
15. Sledilo ponovno čiščenje proteinov in razgrajene RNA. Dodali 50 μl (0,5 V) 
raztopine MPC Protein Precipitation Reagent. Premešali smo s pipeto ali 
obračanjem in 5 min hladili na ledu.  
16. Proteine smo oborili s centrifugiranjem v ohlajeni centrifugi pri 4 °C, 16.000 g  
15 min. 
17. S pipeto smo previdno prenesli supernatant v svežo mikrocentrifugirko. Oborina 
proteinov navadno ni bila vidna. 
18. Supernatantu smo dodali 225 μl (1,5 V) izopropanola in dobro premešali z 
obračanjem mikrocentrifugirke. 
19. Suspenzijo smo centrifugirali pri sobni temperaturi 15 min pri 14.100 g. DNA 




20. Čisto DNA smo opazili kot drobno svetlo oborino. Supernatant z izopropanolom 
smo previdno odlili in pazljivo dodali 500 μl 70-odstotnega etanola (v vodi brez 
nukleaz). Previdno smo premešali z obračanjem, da se oborina DNA ni odlepila 
od dna mikrocentrifugirke. 
21. Počasi in pazljivo smo odlili etanol, kratko centrifugirali in preostali etanol 
odstranili s pipeto. 
22. Čisto DNA smo resuspendirali v 80 μl pufra 10 mM Tris-HCl pH 7,82. Premešali 
smo s frcanjem mikrocentrifugirke. Na tej točki smo DNA shranili pri +4 °C ali 
za daljše shranjevanje pri –20 °C. 
 
Preverjanje kvalitete izolirane gDNA: 
1. Na spektrofotometru Nanodrop smo izmerili koncentracijo in čistost DNA. 








 ≅ 2,00 − 2,20 (𝑡𝑢𝑑𝑖 2,4) 




Ocena koncentracije DNA na tem spektrofotometru je zelo precenjena (več 10-krat) 
zaradi napake meritve in kontaminacije z RNA. Natančnejša metoda je Qubit. 
2. Pred pošiljanjem na WGS smo izvedli gelsko elektroforezo izoliranih vzorcev 
gDNA. Pripravili smo 0,8–1,0-odstotni gel, nanesli po 3 μl vzorca. Če je bila DNA 
čista in dovolj visoke koncentracije, smo opazili izrazito liso > 10 kbp (> 20 kbp; 
40–50 kbp). Meglena lisa ≤ 75 bp je predstavljala kontaminacijo z nerazgrajeno 
RNA. Če ta lisa ni bila preveč intenzivna, je bila gDNA še vedno primerna za 
sekvenciranje. Če ni bilo izrazite lise nad 10 kbp, vzorec ni bil primeren za WGS. 
3. Za WGS pri BGI so bile zahteve (leta 2020) za resekvenciranje celotnega 
mikrobnega genoma (whole genome resequencing, Illumina) za normalno 
knjižnico naslednje: 
 𝑐 ≥ 12,5 
𝑛𝑔
𝜇𝑙
 merjeno s Qubit, 
 na gelu ena izrazita lisa velikosti > 20 kbp, 
 čim manj izrazita lisa ≤ 75 bp zaradi kontaminacije z RNA, 





Iz take količine gDNA smo pridobili vsaj 1 Gb podatkov (večja količina DNA vodi v bolj 
kvalitetno knjižnico in v večjo količino podatkov pri sekvenciranju). 
 
3.8 Analiza podatkov sekvenciranja celotnih genomov 
3.8.1 Sekvenciranje celotnega genoma  
Genomsko DNA naših vzorcev smo poslali na WGS k ponudniku BGI Tech Solutions v 
Hong Kong.  
Najprej je bilo potrebno pripraviti knjižnico (BGISEQ-500 WGS). Genomsko DNA so 
zato najprej fragmentirali z ultrazvokom (< 800 bp), sledila je reakcija popravljanja 
obrezanih koncev, saj morata biti smerna in protismerna veriga enako dolgi in na vsakem 
5'-koncu mora biti PO4
3-, na vsakem 3'-koncu pa OH-. Sledilo je dodajanje nukleotida A 
na 3'-konec. V naslednjem koraku ligacije so na previsne 3'-končne A-nukleotide ligirali 
adapterje znanih zaporedij. Sledila je reakcija PCR na fragmentih DNA z dodanimi 
adapterji, da so knjižnico amplificirali. Očiščene PCR-produkte so denaturirali do 
enoverižne DNA in jih z ligacijo adapterjev in dodatnega začetnega oligonukleotida 
cirkularizirali (ssDNA). Necirkularizirane enoverižne in dvoverižne fragmente so 
razgradili z eksonukleazami. Fragmente so očistili z vezavo na magnetne nosilce [94]. 
Sledila je priprava DNA-nanožog (DNB, ang. DNA nanoball). Enoverižne cirkularizirane 
fragmente z adapterji so pomnožili po principu kotalečega se kroga. Dolg enoverižni 
zaporedni zbir kopij se je sprostil z matrice in oblikoval v DNA-nanožogo. Kopije z 
različnih matričnih cirkulariziranih ssDNA so se med seboj ločile zaradi elektrostatskega 
odboja. Negativno nabite žoge so vezali na pozitivno nabit nosilec in zaporedje določili 
na podlagi polimerizacije fluorescenčno označenih nukleotidov. Vsaki DNA-nanožogi so 
nukleotidno zaporedje določili iz obeh strani – smerno in protismerno hkrati (PE, ang. 
paired-end reads). Odčitki so bili dolgi 150 nt (DNB-SEQ PE150), združeni v formatu 
FASTQ, ki je vseboval tudi podatek o kvaliteti odčitka [94]. 
3.8.2 Analiza odčitkov sekvenciranja celotnega genoma 
Podatki kratkih odčitkov so primerni za ponovno sekvenciranje že znanih genomov (ang. 




Podatke kratkih odčitkov smo bioinformatsko analizirali (po protokolu dr. Ceneta 
Gostinčarja [12]) v operacijskem sistemu Linux (20.4) na računalniku s 4-jedrnim 
procesorjem Intel Core i5 frekvence 2,5 GHz in 8 GB sistemskega pomnilnika (RAM).  
1. Za vsak vzorec smo dobili smerno in protismerno zaporedje. Zaporedja vzorcev, ki 
so bila večkrat sekvencirana, smo združili v eno datoteko. 
2. Odstranili smo znana zaporedja adapterjev (trimm), uporabljenih pri pripravi 
genomske knjižnice z orodjem bbduk (https://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/bb-
tools-user-guide/bbduk-guide/). 
3. Kratke odčitke brez adapterskih sekvenc smo prilegali (lokalno) na že sestavljen 
genom referenčnega seva S288c (mem) [95]. Ta je bližnji sorodnik starševskega seva 
BY: ima enako dolge in strukturirane kromosome ter enako razporeditev in 
usmerjenost genov po kromosomih. Razlikujeta se samo v vrsti lokusa MAT in 
morebitnih SNV, ki so posledica mutacij ali pa napak pri sekvenciranju. Nukleotidno 
zaporedje (odstopanja od splošne reference S288c) seva BY4741 MATa iz naše zbirke 
je že določil dr. Cene Gostinčar [12] in ga za to študijo nismo ponovno pripravljali. 
Zaporedje našega seva BY smo pri analizi uporabili kot referenčni genom. Odčitke 
smo prilegali z orodjem bwa (Burrows-Wheeler Aligner) [96]. 
4. Poravnane odčitke smo označili (index) in razvrstili (sort) od leve proti desni strani 
glede na poravnavo z orodjem samtools [97]. 
5. Duplikate smo označili (marking duplicates) z orodjem picard 
(http://broadinstitute.github.io/picard/), ki deluje v Javi. Duplikati nastanejo pri 
optičnem branju med sekvenciranjem zelo podobnih zaporedij v sosednjih celicah in 
pri pretirani amplifikaciji pred konstrukcijo knjižnice. Označevanje duplikatov 
prepeči multiplikacijo možnih napak. 
6. Podatke o globini sekvenciranja (genomecov) smo ekstrahirali z orodjem bedtools 
(https://bedtools.readthedocs.io/en/latest/). 
7. Pred določanjem alternativnih variant glede na referenčni genom, smo označili (faidx) 
referenčno sekvenco z orodjem samtools. Iz nje smo pripravili slovar 
(CreateSequenceDictionary) z orodjem picard v programskem jeziku Java. 
8. Pred iskanjem variant smo setom odčitkov pripisali izvor 
(AddOrReplaceReadGroups) z orodjem picard. Pripis je kasneje omogočal določanje 
genotipa glede na odkrite SNV. 
9. Sledil je ključni korak analize: klicanje vseh alternativnih variant (HaplotypeCaller) 
glede na referenčni genom z orodjem gatk 4.1.8 [98]. Posebej smo določili, ali smo 
na vsakem mestu pričakovali kvečjemu 1 varianto (ploidy 1) oziroma v zbirih 2 




10. Z orodjem gatk smo izmed vseh variant posebej ekstrahirali SNV ali indele 
(SelectVariants; type SNP, type INDEL). 
11. Ekstrahirane variante smo z orodjem gatk glede na njihovo kvaliteto (verjetnost 
pravega zaporedja, ki odstopa od reference), filtrirali. Izbira filtra zavisi od različnih 
možnih kriterijev: 
 DepthOfInformativeCoverage (DP): globina sekvenciranja vzorca; pove, 
kolikokrat je bila varianta zaznana v odčitkih, 
 FisherStrand (FS): anotacija, ki upošteva zaznavanje variante na smerni in 
protismerni verigi; optimalna vrednost 0 pomeni, da je varianta zaznana na 
obeh enako pogosto, 
 RMSMappingQuality (MQ): kvadratni koren povprečja kvadratov odstopanja 
kvalitete kartiranja od povprečja; predstavlja standardno deviacijo kvalitete 
kartiranja, optimalna vrednost okrog 60, 
 MappingQualityRankSumTest (MQRankSum): podobno kot MQ, upošteva 
pa tudi razmerja kvalitet kartiranja referenčne in alternativne variante, 
optimalna vrednost okrog 0, 
 QualByDepth (QD): anotacija, ki normalizira kvaliteto variante glede na 
globino sekvenciranja, 
 ReadPosRankSumTest (ReadPosRankSum): podobno kot MQ, vendar 
upošteva tudi pozicijo referenčne in alternativne variante v odčitkih, saj se 
proti koncu odčitkov pojavi največ napak; optimalna vrednost je 0, ki pomeni, 
da se alternativna in referenčna varianta nahajata v odčitkih vedno na istem 
mestu, 
 StrandOddsRatio (SOR): anotacija, ki upošteva zaznavanje variante na smerni 
in protismerni verigi; v statističnem izračunu upošteva odčitke, ki pokrivajo 
obe varianti [98]. 
12. Izbrali smo filter z ustreznimi omejitvami (VariantFiltration), npr. osnovna 
priporočila (filterexpression) znašajo QD < 2.0 || FS > 60.0 || MQ < 40.0 || 
MappingQualityRankSum < -12.5 || ReadPosRankSum < -8.0 || SOR > 3.0. 
13. Filtrirane variante smo zapisali v novo datoteko (VariantsToTable), ki je vsebovala 
podatke o položaju variante in njeni globini sekvenciranja (DP). V primeru diploidnih 
mest smo dobili tudi podatek o globini sekvenciranja vsake izmed variant (AD).  
14. Na osnovi najdenih SNV smo pripravili nov referenčni genom 2. starševskega seva 
(vcf-consensus), tj. CEN.PK. Kromosomske koordinate variant so bile enake kot za 
glavni referenčni sev BY, saj nismo upoštevali indelov. 
15. Glede na nov referenčni genom 2. starševskega seva smo ponovili analizo vseh 




16. Na tak način smo ekstrahirali filtrirane variante za isti vzorec glede na referenčni 
genom BY [95] in glede na novo sestavljeni referenčni genom CEN.PK. Če sta 
povsod obstajali le 2 možni varianti in sta obe izvirali iz starševskih sevov, so morale 
biti klicane variante komplementarne. 
17. V programu R smo izrisali grafe porazdelitve SNV in indelov po kromosomskih 
koordinatah za vsak vzorec glede na genom starševskega seva BY in glede na genom 
starševskega seva CEN.PK. 
18. Iz klicanih variant zbirov smo ekstrahirali podatke o globini sekvenciranja (DP) in 
številu nereferenčnih SNV (AD) na posamezni poziciji glede na referenčni genom 
BY. V programu R smo izrisali graf porazdelitve frekvence (deleža) nereferenčnih 
SNV (idealno vse izvirajo iz CEN.PK) glede na kromosomske koordinate v referenčni 






Zaradi preglednosti bomo prenos vzročnih variant poligenske lastnosti odpornosti proti 
NaCl obravnavali fenotipsko in genotipsko ločeno. Pripadajoči fenotip posameznih 
segregant bomo prikazali glede na oba načina določanja:  
 rast kolonij na agarni plošči kot primer višje (»visoko«) zmogljive metode in 
 spremljanje optične gostote posameznih zmagovalnih in starševskih sevov v 
mikrotitrski plošči. 
 
Prikaz prvega načina so grafi s porazdelitvijo relativne hitrosti rasti posameznih segregant 
populacije, prikaz drugega načina pa so rastne krivulje zmagovalnih sevov. 
Analizo genske arhitekture bomo obravnavali ločeno po kromosomih, za vsako izmed 
starševskih linij posebej. Razlago vpliva posameznih QTL bomo podkrepili s 
pripadajočim fenotipom. 
Sintezo rezultatov določenih fenotipov in genotipov bomo nazadnje podkrepili z analizo 
predlaganih QTG. 
 
4.1 Rezultati fenotipizacije 
4.1.1 Rezultati visokozmogljive fenotipske analize 
Na osnovi visokozmogljive fenotipske analize dela populacije segregant smo pridobili 
podatke o njihovi porazdelitvi relativnih rasti ob prisotnosti različnih koncentracij NaCl 
in odbrali najodpornejšo segreganto. Kot zmagovalko v lastnosti svoje generacije smo jo 
uporabili v naslednjem koraku povratnega križanja. Poudarimo, da smo zmagovalko 
prenesli iz kontrolne plošče in ne iz testne, kjer bi lahko prišlo do prednostnih mutacij. 
Izolirane segregante v formatu 384 smo s kartezičnim manipulatorjem prenesli na 
kontrolne agarne plošče (YPD) in testne agarne plošče (YPD + NaCl) s koncentracijami 
NaCl 0,25–2,50 M v inkrementu po 0,25 M.  
Relativne rasti posameznih segregant pomenijo faktor povečane ali zmanjšane odpornosti 




referenčni sev po definiciji sodi v 20. razred. Grafi porazdelitev relativnih rasti torej 
prikazujejo število segregant, katerih relativna rast jih uvršča v določen razred. 
V zasnovi poskusa na ploščah formata 384 smo na vse zunanje pozicije umestili kontrolne 
seve, tj. BY, CEN.PK in tudi zmagovalno segreganto predhodne generacije. V 1. 
generaciji, ko smo križali starševska seva Y7092 in CEN.PK, smo testirali skupno 2156 
različnih segregant (7 plošč), v naslednjih 6 generacijah pa vsakokrat po 1232 segregant 
(po 4 plošče) vsake izmed obeh linij.  
Naslednji grafi prikazujejo porazdelitev odpornosti posameznih segregant vsake 
generacije pri različnih koncentracijah soli za vsako izmed linij posebej po 72-urni rasti. 
Po tem času so kvasovke že razvile odpornost in zrasle do začetka stacionarne faze tudi 
v testnih pogojih.  
Pri najnižji testirani koncentraciji soli 0,25 M (fiziološka raztopina je 0,154 M) v liniji 
BY ni opaznih razlik v premiku maksimuma gostote porazdelitve (slika 4). V F1 in F2 še 
opazimo, da nekaj segregant levega repa ustreza kontrolnemu razredu manj odpornega 
starševskega seva CEN.PK oziroma jih je celo manj odpornih od njega, večina segregant 
pa je bolj odporna od njega. V naslednjih generacijah povratnega križanja z odpornejšim 
starševskim sevom BY so prav vse segregante bolj odporne od CEN.PK, 50 % pa jih je 
bolj odpornih tudi od BY. Maksimum gostote porazdelitve se praktično ne spreminja in 
sovpada z odpornejšim starševskim sevom BY, zato selekcija pri tej koncentraciji še ni 
znatna. 
V liniji CEN.PK se že pri koncentraciji 0,25 M izvaja selekcijski pritisk. Po križanju z 
odpornejšim BY se v F2 maksimum pomakne k nekoliko bolj odpornim segregantam in 
ostane okrog razreda BY tudi v F3. V naslednjih generacijah se maksimum gostote 
vztrajno pomika proti nižjim vrednostim. Če je bil maksimum porazdelitve v prvih 3 
generacijah okrog odpornejšega seva BY in je bil v F4 in F5 nekje med obema 
starševskima sevoma, se v F6 in F7 pomakne povsem proti manj odpornemu 
starševskemu sevu.  
Porazdelitve lastnosti v populaciji so povsod normalne, razen v F4 in F5 linije CEN.PK. 
Izoblikujeta se 2 vrhova okrog obeh starševskih sevov. To nakazuje na monogenost 
lastnosti v tej liniji [19]. 
Sklepamo lahko, da je sev CEN.PK manj odporen proti NaCl že pri koncentraciji 0,25 M. 




smo v naslednji generaciji odbrali kot zmagovalno F4, ki pa je manj odporna. Posledično 
se v F5 maksimum pomakne proti nižjim vrednostim. 
Prikazali bomo še porazdelitve pri koncentraciji soli 0,75 M in 1,50 M. Pri srednji 
koncentraciji (0,75 M) je dobro zaznaven selekcijski pritisk in s tem povezane razlike 
med linijama in generacijami. Pri višji koncentraciji (1,50 M) pa gre za skrajno mejo, kjer 
je zaznavna le še rast populacije v liniji BY. Zaradi preglednosti vseh ostalih porazdelitev 
pri vmesnih koncentracijah soli ne bomo prikazali. 
Pri koncentraciji soli 0,75 M je v zbiru F7 linije CEN.PK zrasel 1 % segregant in to 
populacijo smo sekvencirali kot ekstremno. Vidimo, da se v linij CEN.PK po začetnem 
križanju z BY v F2 maksimum pomakne daleč proti višjim vrednostim, saj je populacija 
v F1 relativno neodporna (slika 5). Večina jih ustreza odpornosti CEN.PK. Pri nadaljnjih 
križanjih s CEN.PK se maksimum populacije vztrajno pomika proti nižjim vrednostim, 
Slika 4: Graf porazdelitve relativnih hitrosti rasti pri koncentraciji NaCl 0,25 M. Grafa prikazujeta 
relativno rast populacije (levo: linija BY, desno: linija CEN.PK) pri koncentraciji NaCl 0,25 M skozi 7 
generacij povratnega križanja. Za vsako prikazano linijo je začetna F1 ista, nato pa v liniji BY sledi križanje 
s CEN.PK v F2 in nato 5 korakov povratnega križanja z BY, v liniji CEN.PK pa sledi križanje z BY v F2 
in nato 5 korakov povratnega križanja s CEN.PK. Z rdečo so označeni razredi kontrol (BY, CEN.PK, 




kar sovpada z dejstvom,  da imajo čedalje večji delež genoma CEN.PK. Najbolj odporna 
segreganta v tej liniji je F2, torej tista, ki smo jo izbrali po križanju z BY. Je tudi bolj 
odporna od starševskega seva BY. Naslednja zmagovalka F3 je nekoliko manj odporna 
od njega, zmagovalke sledečih generacij pa so, tako kot CEN.PK, proti soli praktično 
neodporne. 
V liniji BY se maksimum gostote porazdelitve stalno pomika proti višjim vrednostim, 
tudi po križanju s CEN.PK v F2. Tako povprečje populacije kot tudi odpornost 
zmagovalnih segregant naraščajo s selekcijskim odbiranjem.  
V liniji CEN.PK so torej proti soli bolj od starševskega seva odporne zmagovalke F3, F2, 
F1 in F4 linije CEN.PK, F7, F6 in F5 pa niso (zapis v vrstnem redu odpornosti). Ob 
uvajanju genetskih elementov iz CEN.PK pri povratnem križanju je povprečje populacije 
Slika 5: Graf porazdelitve relativnih hitrosti rasti pri koncentraciji NaCl 0,75 M. Grafa prikazujeta 
relativno rast populacije (levo: linija BY, desno: linija CEN.PK) pri koncentraciji NaCl 0,75 M skozi 7 
generacij povratnega križanja. To je koncentracija, pri kateri je v zbiru F7 linije CEN.PK zrasel 1 % 
segregant in smo ga sekvencirali. Za vsako prikazano linijo je začetna F1 ista, nato pa v liniji BY sledi 
križanje s CEN.PK v F2 in nato 5 korakov povratnega križanja z BY, v liniji CEN.PK pa sledi križanje z 
BY v F2 in nato 5 korakov povratnega križanja s CEN.PK. Z rdečo so označeni razredi kontrol (BY, 




vse manj odporno, saj smo pri selekciji izbrali neustrezne zmagovalce in uvajali 
domnevno inferiorne variante. 
Pri koncentraciji soli 1,50 M je v zbiru F7 linije BY zrasel 1 % segregant in to populacijo 
smo sekvencirali kot ekstremno. Vidimo, da se v linij BY po začetnem križanju s CEN.PK 
maksimum vseeno pomakne v desno (slika 6). To pomeni, da so tudi v genomu CEN.PK 
variante, ki omogočajo boljšo odpornost proti soli kot variante iz BY. Maksimumi gostote 
porazdelitve v populaciji se skoraj kontinuirno pomikajo proti višjim vrednostim, pri 
Slika 6: Graf porazdelitve relativnih hitrosti rasti segregant linije BY pri koncentraciji NaCl 
1,50 M po 72 h. Graf prikazuje relativno rast populacije linije BY pri koncentraciji NaCl 1,50 M 
skozi 7 generacij povratnega križanja. To je koncentracija, pri kateri je v zbiru F7 linije BY zrasel 
1 % segregant in smo ga sekvencirali. V liniji BY smo zmagovalko F1 križali s CEN.PK v F2 in 
nato 5 korakov povratnega križanja z BY. Z rdečo so označeni razredi kontrol (BY, CEN.PK, 




čemer nastajajo dolgi repi. Tam so segregante s precej izboljšanim fenotipom v primerjavi 
s starševskim sevom BY. Kot najodpornejše segregante pa nismo odbrali tiste s skrajnega 
repa porazdelitve, temveč tako s stabilnim izboljšanim fenotipom preko več testiranih 
koncentracij soli in časovnih točk fenotipizacije. Le majhen delež populacije v vseh 
generacijah ima lastnosti, podobne manj odpornemu starševskemu sevu CEN.PK. 
Porazdelitev je povsod normalna z zelo razširjenim vrhom in dolgimi repi. Za razliko od 
linije CEN.PK pri koncentraciji 0,25 M to pomeni, da na variabilnost v liniji BY vpliva 
zelo veliko vzročnih elementov. 
Odpornost zmagovalnih segregant sledi zaporedju selekcije. 
 
4.1.2 Rezultati fenotipizacije v tekočem gojišču 
Kvantitativnejše podatke o razmerjih odpornosti proti NaCl starševskih sevov in 
posameznih zmagovalnih segregantah smo pridobili z analizo rastnih krivulj v tekočem 









𝑏 … 𝑧𝑎𝑚𝑖𝑘 𝑛𝑎 𝑜𝑠𝑖 𝑥 
𝑐 … 𝑘𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡 𝑟𝑎𝑠𝑡𝑖 𝑜𝑠𝑟𝑒𝑑𝑛𝑗𝑒 𝑙𝑖𝑛𝑒𝑎𝑟𝑛𝑒 ℎ𝑖𝑡𝑟𝑜𝑠𝑖 
 
Enačba popisuje sigmoidnost časovnih vrst, pri katerih sta začetna in končna rast 
upočasnjeni, osrednja hitrost rasti pa je linearna. Parameter a torej predstavlja vrednost 
optične gostote (OD595) v stacionarni fazi, b predstavlja fazo prilagajanja, c pa predstavlja 
koeficient linearne rasti v eksponentni fazi [99].  
Bolj ko je kvasovka odporna proti NaCl, krajšo fazo prilagajanja bo imela (manjši b) in 
hitreje bo rasla v eksponentni fazi (višji c). 
Rastne krivulje zmagovalnih segregant vseh generacij in obeh linij smo primerjali z 
rastmi kontrolnih sevov. Ti so bili:
 Y7092 MATα originalen 
 BY4741 MATa originalen 
 BY4741 MATa his3::0 




 BY4742 MATα his3::0 
 CEN.PK113-7D MATa originalen 
 CEN.PK113-7D MATα 
 CEN.PK113-7D MATa his3::0 
 CEN.PK113-7D MATα his3::0 
 
Originalnost seva pomeni, da ga nismo pripravili posebej za to študijo, marveč izvira iz 
naše oziroma drugih standardnih zbirk. Vsi originalni sevi BY imajo uveden stop kodon 
v genu za HIS3. Ker smo uvedli popolno delecijo v tem lokusu zaradi neželenih 
rekombinacij SGA-označevalca HIS5 iz Y7092, smo fenotipizirali tudi te variante. 
 
Statistično značilnih razlik v rasti med vsemi variantami sevov BY in CEN.PK nismo 
opazili (ni prikazano). Paritveni tip in SGA-označevalci torej ne vplivajo na odpornost 
proti NaCl, zato bo na naslednjih grafih rastnih krivulj prikazana rast le ene izmed možnih 
variant BY in CEN.PK. 
Tako kot pri visokozmogljivem načinu določanja relativne odpornosti proti NaCl na 
agarnih ploščah (slika 4) vidimo, da na starševske seve in na seve iz linije BY aplikacija 
0,25 M NaCl nima vpliva (slika 7). Pri pogojih nižje koncentracije praktično ni razlik v 
rasti starševskih sevov in večine zmagovalnih segregant. V liniji CEN.PK pa opazimo 
hitrejšo rast v eksponentni fazi zmagovalk generacij F3 in F4 ter daljšo fazo prilagajanja 
pri F6.  
Pri koncentraciji NaCl 0,75 M je v zadnji generaciji linije CEN.PK zrasel le 1 % 
segregant. Vidimo, da vse zmagovalke pri takih pogojih lahko rastejo; predvsem v manj 
odporni liniji CEN.PK so opazne precejšnje razlike v fenotipu (slika 8). Kot 
najodpornejša se kaže zmagovalka F3, sledita ji F2 in F4. F3 je potomka drugega križanja 
z manj odpornim sevom CEN.PK. Kot najmanj odporna segreganta se kaže prav zadnja 
zmagovalka, ki raste celo počasneje od starševskega seva CEN.PK.  
Slika 7: Rastne krivulje v 0,25 M NaCl. Grafa prikazujeta rastne krivulje zmagovalnih segregant v vsaki 





V liniji BY razlike v fenotipu pri selekcijskem pritisku 0,75 M NaCl še niso izražene; kot 
najhitreje rastoča se kaže zmagovalka F2. Ta je potomka 2. križanja z manj odpornim 
sevom CEN.PK. 
 
V liniji BY pri koncentraciji NaCl 1,25 M opazimo najhitrejšo rast zmagovalke F7, sledi 
ji F2 (slika 9). Najmanj odporna je zmagovalna segreganta F5, vendar je kljub temu precej 
bolj odporna kot starševski sev CEN.PK. 
V liniji CEN.PK so faze prilagajanja daljše, hkrati pa je končni doseženi OD v stacionarni 
fazi nižji. Domnevna zmagovalka F7 je neodporna, tako kot starševski sev CEN.PK. 
Zmagovalke F2, F3 in F4 so relativno dobro odporne; še bolj kot starševski sev BY ali 
zmagovalka F1. 
Pri koncentraciji 1,50 M NaCl je hiperosmozni šok na kvasovko S. cerevisiae največji 
možen, saj pri koncentraciji 1,75 M ne rastejo več niti najodpornejše zmagovalne 
segregante. 
Slika 8: Rastne krivulje v 0,75 M NaCl. Grafa prikazujeta rastne krivulje zmagovalnih segregant v vsaki 
liniji (levo: BY, desno: CEN.PK) in starševskih sevov kot kontrole. Meritve rastnih krivulj smo prilegali 
Gompertzovi krivulji. 
Slika 9: Rastne krivulje v 1,25 M NaCl. Grafa prikazujeta rastne krivulje zmagovalnih segregant v vsaki 





Sev CEN.PK pri teh pogojih ne raste več, prav tako ne zmagovalke v njegovi liniji F5, 
F6 in F7 (slika 10). V liniji CEN.PK se kot najodpornejša segreganta pri teh pogojih kaže 
F2, sledi ji F1, nato pa F3 in F4.  
Iz načina zaporedja odpornosti teh 4 zmagovalnih segregant v različnih pogojih vidimo, 
da ta ni enoznačen. Pri različnih koncentracijah opazimo različna zaporedja hitrosti rasti 
v tekočem gojišču: 
 0,25 M: F4>F3>F2>F1,  
 0,75 M: F3>F2>F4>F1, 
 1,25 M: F3>F4>F2>F1, 
 1,50 M: F2>F1>F4>F3, 
zato ne moremo zaključiti, katera zmagovalka je najodpornejša pri vseh pogojih. Vse so 
precej odpornejše od izvornega starševskega seva CEN.PK, pa tudi od odpornejšega BY. 
Za zmagovalke linije CEN.PK F5, F6 in F7 zaključimo, da niso odporne proti NaCl. Pri 
analizi 5. generacije smo odbrali napačno zmagovalko in izgubili superiorne vzročne 
variante iz seva BY. 
Pri analizi linije BY pri koncentraciji soli 1,50 M vidimo, da so prav vse zmagovalke 
odpornejše od starševskega seva BY (slika 10). Tako pri blažjem kot pri najhujšem 
osmoznem stresu med njimi ni značilnih razlik v odpornosti glede na rastne krivulje. Pri 
koncentraciji soli 0,75 M najhitreje rasteta zmagovalki F3 in F6, pri 1,25 M pa F7 in F2.  
Pri koncentraciji NaCl 0,25 M, ko selekcijski pritisk še ni izrazit, ni opazne značilne 
razlike v rasti superiornega starševskega seva BY in diploida F1 BY × CEN.PK. Ko pa 
selekcijski pritisk postaja znaten, so vse bolj opazne razlike med superiornim starševskim 
sevom BY in diploidom. Z višanjem koncentracije se vse bolj daljša faza prilagajanja v 
primerjavi s sevom BY, dokler ni najočitnejša pri največjem hiperosmoznem pritisku.  
Slika 10: Rastne krivulje v 1,50 M NaCl. Grafa prikazujeta rastne krivulje zmagovalnih segregant v vsaki 





Iz sinteze fenotipskih podatkov obeh načinov lahko zaključimo, da so prav vse 
zmagovalke linije BY bolj odporne od starševskega seva BY, zato morajo vsebovati tudi 
superiorne variante CEN.PK. Ker so porasti v odpornosti med zmagovalkami višjih 
generacij vse manjši, verjetno predstavljajo bližino limitnega fenotipa obravnavanega 
nabora variant.  
Variabilnost znotraj linije CEN.PK je večja, pri tem pa so zmagovalke z izboljšanim 
fenotipom F2, F3 in F4. So bolj odporne proti NaCl kot oba starševska seva, vendar manj 











4.2 Rezultati določanja nukleotidnega zaporedja celotnega genoma 
 
Selekcioniranim čistim kolonijam posameznih vzorcev oziroma pripravljenim 
referenčnim in ekstremnim zbirom smo najprej določili paritveni tip. S PCR za MAT-
lokus smo preverili haploidnost oziroma diploidnost posameznega vzorca in vrsto MAT-
lokusa [88]. 
Skladno s SGA-označevalcem za MAT-lokus so bile čiste kolonije in vsi zbiri 
pričakovanega paritvenega tipa MATa (slika 11). 
Iz vzorcev smo ekstrahirali in očistili genomsko DNA. Njeno količino in čistost smo 
ocenili s spektrofotometrom, njeno razgrajenost pa na agaroznem gelu. Le genomska 
DNA primerne integritete je primerna za določanje nukleotidnega zaporedja. Prisotna 
Slika 11: Preverjanje paritvenega tipa vzorcev v povratnem križanju. Slika PCR-produktov, z 
elektroforezo ločenih na 2-odstotnem agaroznem gelu. Nanesena je lestvica velikosti 100 bp. Pričakovane 
dolžine PCR-produktov: l(MATα) = 404 bp, l(MATa) = 544 bp. Vzorci: 
 
Slika 12: Elektroforezna ločba izolirane genomske DNA. Kvalitetno izolirani fragmenti genomske 
DNA za WGS so dolgi > 10 kbp; tam opazimo pri vseh vzorcih eno čisto liso. Lisa pri < 500 bp predstavlja 
prisotno RNA. Vzorci (nanos 3 μl) so ločeni na 0,8-odstotnem agaroznem gelu, označena je lestvica 
velikosti 1 kbp. Vzorci so označeni kot na sliki 11.  
1 = BY4741 MATa 
2 = BY4741 MATa his3::0 
3 = BY4742 MATα 
4 = BY4742 MATα his3::0 
5 = Y7092  
6 = CEN.PK MATa 
7 = CEN.PK MATa his3::0 
8 = CEN.PK MATα 
9 = CEN.PK MATα his3::0 
10 = diploid CEN.PK 
11= diploid F1 
12= zmagovalec F1 
 
 
13 = diploid F2BY 
14 = zmagovalec F2BY 
15 = diploid F2CEN.PK 
16 = zmagovalec F2CEN.PK 
17 = diploid F3BY 
18 = zmagovalec F3BY 
19 = diploid F3CEN.PK 
20 = zmagovalec F3CEN.PK 
21 = diploid F4BY 
22 = zmagovalec F4BY 
23 = diploid F4CEN.PK 
24 = zmagovalec F4CEN.PK 
 
 
25 = diploid F5BY 
26 = zmagovalec F5BY 
27 = diploid F5CEN.PK 
28 = zmagovalec F5CEN.PK 
29 = diploid F6BY 
30 = zmagovalec F6BY 
31 = diploid F6CEN.PK 
32 = zmagovalec F6CEN.PK 
33 = diploid F7BY 
34 = zmagovalec F7BY 
35 = diploid F7CEN.PK 
36 = zmagovalec F7CEN.PK 
 
 
37 = sporulacija F1 
38 = sporulacija F7BY 
39 = sporulacija F7CEN.PK 
40 = F1 HS ctrl 
41 = F1 HS 1,25 M NaCl 
42 = F1 HS 1,50 M NaCl 
43 = F7BY HS ctrl 
44 = F7BY HS 1,25 M NaCl 
45 = F7BY HS 1,50 M NaCl 
46 = F7CEN.PK HS ctrl 
47 = F7CEN.PK HS 0,50 M NaCl 

















mora biti le ena lisa, > 10 kbp (slika 12). Signal < 500 bp predstavlja kontaminacijo z 
RNA; njena prisotnost ni zaželena. 
Količina informacije z vsakega vzorca je bila ≥ 8.000.000 odčitkov (reads), kar znaša ≥ 
1.200.000.000 nt, delež GC je bil 35–37-odstoten in delež nukleotidov v vsakem vzorcu 
z 1-odstotno napako odčitavanja je bil ≥ 97-odstoten. S tehničnega vidika so bila naša 
zaporedja kvalitetna. 
V preliminarni analizi najprej ugotavljamo kvaliteto opravljenega sekvenciranja 
genomov. Vzorci v naši analizi in njihova pokritost genoma so zbrani v tabeli 3, primer 
grafa pokritosti genoma v odvisnosti od položaja na kromosomih je v prilogi 2 (za vzorec 
starševskega seva CEN.PK). 
Tabela 3: Seznam genomsko sekvenciranih vzorcev in njihova pokritost. V tabeli so zbrani opisi vseh 
pripravljenih vzorcev za genomsko sekvenciranje. Številsko so označeni glede na legendi pod slikama 11 
in 12. Število pri vsakem vzorcu pove, kolikokrat je bil vzorec sekvenciran. Končna pokritost genoma 
predstavlja najnižjo globino sekvenciranja pri vsakem od vzorcev. 
Oznaka vzorcev 
kot na sliki 11 
Vzorec Pogoji Število Pokritost 
genoma 
7 starševski sev CEN.PK113-7D  2 200 
40 referenčni zbir F1 gojišče HS, brez NaCl 3 200 
42 ekstremni zbir F1 gojišče HS, z 1,50 M 
NaCl 
3 200 
12 zmagovalec F1  1 75 
14 zmagovalec F2BY  1 50 
16 zmagovalec F2CEN.PK  1 50 
18 zmagovalec F3BY  1 50 
20 zmagovalec F3CEN.PK  1 75 
22 zmagovalec F4BY  1 50 
24 zmagovalec F4CEN.PK  1 75 
26 zmagovalec F5BY  1 50 
28 zmagovalec F5CEN.PK  1 50 
30 zmagovalec F6BY  1 25 
32 zmagovalec F6CEN.PK  1 50 
43 referenčni zbir F7BY gojišče HS, brez NaCl 2 100 
45 ekstremni zbir F7BY gojišče HS, z 1,50 M 
NaCl 
2 100 
46 referenčni zbir F7CEN.PK gojišče HS, brez NaCl 2 150 
48 ekstremni zbir F7CEN.PK gojišče HS, z 0,75 M 
NaCl 
2 150 
34 zmagovalec F7BY  1 50 




Ugotovili smo, da so bila naša pridobljena nukleotidna zaporedja kvalitetna: imela so 
zadosti veliko pokritost na vseh delih vseh kromosomov. Tudi za zbire, ki imajo 2 možni 
varianti na vsaki poziciji, smo predpostavili, da so dovolj pokriti, da bomo vse te variante 
v analizi tudi zaznali. 
Variante smo klicali glede na referenčni genom. Da bi izbrali primerne parametre za 
njihovo filtriranje, smo porazdelitev gostote kvalitete variant (verjetnost pravega 
zaporedja, ki odstopa od reference) izrisali za vsako anotacijo posebej (slika 13).  
 
Glede na grafe gostot porazdelitev anotacij variant sekvenciranih vzorcev smo za 
filtriranje SNV in indelov izbrali naslednje vrednosti filtrov: QD < 2.0 || FS > 20.0 || MQ 
< 50.0 || MappingQualityRankSum < -5.0 || ReadPosRankSum < -5.0 || SOR > 2.5 || DP 
> 500.0. 
Klicane in filtrirane variante smo nato grafično prikazali glede na kromosomske 
koordinate. Pri primerjavi genomov starševskega seva BY in CEN.PK smo našli 21.100 
SNV (prvi opisi genoma seva navajajo 21.899 SNV [84]) in 1821 indelov (2859 [84]). Ti 
večinoma obsegajo 2 nt, najdaljši pa je dolg 147 nt. Reprezentativen grafični prikaz SNV 
in nadnje naloženih indelov za starševski sev CEN.PK glede na BY je v prilogi 3. 
Opazimo, da so indeli strogo le v regijah, kjer so že prisotni SNV. Sklepamo, da je zato 
Slika 13: Gostote porazdelitev anotacij. Prikazani so grafi porazdelitev gostote označenih anotacij za 
variante SNV starševskega seva CEN.PK113-7D. Z omejitvijo gostote porazdelitve posamezne anotacije 
odfiltriranmo variante z nižjo kvaliteto.  
Abscisa predstavlja vrsto filtra, ordinata gostoto porazdelitve 
QD                           RPRankSum                         SOR 




analiza QTL le ob upoštevanju SNV, ne pa tudi indelov (da se ne spreminjajo 
kromosomske koordinate), upravičena. Sev CEN.PK sicer vsebuje tudi 14 CNV [84]. 
Glede na 12,16 Mb velik kvasni genom [9], je povprečna razdalja med sosednjima 
polimorfizmoma (μ) 530 bp.  
Velja, da je občutljivost določanja vzročnih variant z X-QTL proporcionalno povezana s: 
 številom genotipiziranih osebkov (N),  
 številom generacij križanja v sorodstvu (G),  
 frekvenco rekombinacije (ρ), 
 povprečno razdaljo med dvema sosednjima polimorfizmoma (μ) [9]. 
 
𝑜𝑏č𝑢𝑡𝑙𝑗𝑖𝑣𝑜𝑠𝑡 𝑑𝑜𝑙𝑜č𝑎𝑛𝑗𝑎 𝑣𝑧𝑟𝑜č𝑛𝑖ℎ 𝑣𝑎𝑟𝑖𝑎𝑛𝑡 ~ 𝑁 × (𝐺 +
1
2
) × 𝜌 × 𝜇 






. Velja, da je velika raven 
heterozigotnosti pri 0,01, nizka raven pa pri 0,001 [9]. V našem primeru je heterozigotnost 
0,0019, torej sta križana seva BY in CEN.PK dokaj homozigotna z relativno malo 
polimorfizmi. Občutljivost določanja vzročnih variant pa je lahko precej visoka, tudi 








4.3 Rezultati analize lokusov kvantitativne lastnosti 
4.3.1 Lokusi kvantitativne lastnosti na 1. kromosomu 
Slika 14: Evolucija chrI. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp. Spodaj: Evolucija chrI skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 







Na 1. kromosomu (chrI) so 3 območja, ki so med starševskima sevoma zelo heterogena 
(slika 14). Iz območja A je razvidno, da so variante iz starševskega seva CEN.PK 
inferiorne v primerjavi z variantami starševskega seva BY. V referenčnih pogojih (v 
gojišču HS) v zbiru F1 je frekvenca vsake variante 0,5, vendar aplikacija selekcijskega 
pritiska (1,50 M NaCl) frekvenco variant starševskega seva CEN.PK zniža na 0,40. 
Začetni del tega heterogenega območja se v liniji CEN.PK prenaša vse do vključno 6. 
generacije (F6) in se v 3. generaciji (F3) močno zoži (slika 14, 15). Rekombinacija 
območje A omeji na QTL1, ki je velik 12.000 kbp (na koordinatah chrI 26.000 – 38.000) 







Tudi v zbiru 7. generacije linije CEN.PK se variante v QTL1 izkažejo kot inferiorne (slika 15). 
V generaciji F7 linije CEN.PK se ta QTL1, ki izvira iz BY, izgubi, vendar vztraja in se oži 
skozi 6 generacij. Na tej osnovi lahko sklepamo, da je QTL1 vzročni z manjšim vplivom na 
odpornost proti NaCl, zato smo ga v F7 linije CEN.PK izgubili. Populacija, ki smo jo 
fenotipizirali, je namreč majhna v primerjavi z vsemi teoretično obstoječimi možnostmi. 
Območji B in C ne kažeta značilnih razlik v zbiru F1 oziroma se iz območja B deduje rahlo 





Slika 15: Prikaz evolucije odseka chrI linije 
CEN.PK okrog QTL1. Graf sekvenčno predstavlja 
porazdelitve frekvenc variant v zbirih F1 in F7 ter 
prenos variant v regiji okrog predpostavljenega 






4.3.2 Lokusi kvantitativne lastnosti na 2. kromosomu  
 
Slika 16: Evolucija chrII. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp. Spodaj: Evolucija chrII skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 






Na 2. kromosomu 2 (chrII) je 6 zelo heterogenih regij (slika 16). Odstopanja v frekvencah 
posameznih alelov v ekstremni populaciji so opazna zlasti v regijah D in E, ne pa tudi v 
regijah A, B in C. V obeh območjih se kot rahlo superiorne kažejo variante starševskega 
seva CEN.PK.  
Skozi evolucijo se izkaže, da v območju D ostanejo inferiorne variante starševskega seva 
BY v celotni liniji BY in tudi prvih 4 generacijah linije CEN.PK. Šele tedaj se v tej liniji 
fiksira celoten kromosom starševskega seva CEN.PK. Območja D ne moremo potrditi kot 
vzročnega. 
Zelo ozko območje E s superiornimi variantami iz CEN.PK ostane v liniji CEN.PK skozi 
celotno evolucijo, v liniji BY pa v prvih 3 generacijah. Potrdimo ga kot možen QTL2 z 
majhnim doprinosom k variabilnosti v lastnosti. Razprostira se na 2000 bp (na 











4.3.3 Lokusi kvantitativne lastnosti na 3. kromosomu 
 
Slika 17: Evolucija chrIII. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp. Spodaj: Evolucija chrIII skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 






Na 3. kromosomu (chrIII) so 4 zelo heterogene regije in SGA-označevalec MAT-lokus 
(slika 17). 
V regiji območja A so variante  starševskega seva CEN.PK inferiorne, pri čemer njihova 
frekvenca v referenčni populaciji znaša teoretičnih 0,50. Kljub temu se inferiorne variante 
podedujejo v F1, nato pa se fiksirajo v celotni CEN.PK liniji, četudi bi se tam v F2 lahko 
zamenjale za superiorne variante starševskega seva BY. V liniji BY se variante v A 
zamenjajo za superiorne takoj, ko je to mogoče v F3. Glede na odsotnost superiornih 
variant odseka A v F1 in liniji CEN.PK, teh ne moremo potrditi kot vzročnih. 
V regiji B je SGA-označevalec. Na tem mestu je v referenčnem genomu BY (S288c) 
MAT-lokus, specifičen za paritveni tip α (MATα). Ker glede na način selekcije haploidnih 
segregant vedno odberemo paritveni tip MATa, je celotna populacija na tem odseku 
genotipsko drugačna od reference (S288c). Prav zato v zbiru F1 opazimo zelo visoko 
frekvenco variant, drugačnih od BY, ker vsi izvirajo od starševskega seva CEN.PK. V 
začetni stopnji smo namreč križali seva Y7092 (BY) MATα in CEN.PK MATa his3::0. Iz 
tega tudi neposredno sledi, da v izbranem načrtu eksperimenta ne moremo ugotoviti 
vzročnih variant, ki bi bile v ožjem območju okrog MAT-lokusa oziroma preostalih SGA-
označevalcev. Zaradi označevalca SGA se ne more podedovati celoten chrIII 
starševskega seva, ki je paritvenega tipa MATα, zato se vedno podeduje delno 
rekombiniran kromosom predhodne segregante (oziroma cel kromosom predhodne 
segregante). 
Območje B se v F1 močno zoži le na CEN.PK-variante okrog MAT-lokusa, medtem ko 
so vse ostale od starševskega seva BY. Po križanju s CEN.PK so v generaciji F2 linije 
BY vse variante starševskega seva CEN.PK, in te ostanejo tudi po križanju z BY v 
generacijah F3, F4 in F5. V F6 in F7 linije BY so območja B, C in D vsa od starševskega 
seva BY, razen ozkega področja okrog MAT-lokusa. Zaključimo torej, da je dogodek 
rekombinacije okrog MAT-lokusa zelo pogost. 
V območju B v liniji BY v generacijah F4 in F5 opazimo ozko področje (210.000 – 
211.000 bp), v katerem so variante BY, medtem ko variante, prikazane levo (MAT-lokus) 
in desno, izvirajo iz CEN.PK. To območje se nato v F6 razširi z variantami BY. Prav to 
območje z variantami BY ostane tudi skozi celotno evolucijo linije CEN.PK. Ozko 
območje regije B, ki v obeh linijah ostaja z variantami BY, tako ni nujno posledica 
vzročnosti v fenotipu. V liniji BY se je to območje širilo z rekombinacijami alelov BY, v 
CEN.PK-liniji pa se je to območje ožilo z rekombinacijami alelov CEN.PK, četudi bi 
lahko ostalo enako kot pri predhodni segreganti (variante BY). To območje se v CEN.PK 




linije CEN.PK je na tem mestu frekvenca CEN.PK-alelov v ekstremu 0, pa so se vseeno 
tja rekombinirali. 
Če bi bil B vzročen lokus, bi se njegova arhitektura v obeh linijah spremenila enako ali 
pa se nikjer ne bi. Ker se je spremenila divergentno, ovržemo njegovo vzročnost v 
lastnosti. Število rekombinacij okrog lokusa MAT je izredno veliko; kljub temu območja 
210.000 – 216.000 bp ne moremo ovrednotiti kot vzročnega. V obeh linijah superiorna 
varianta, ki se ohranja, izvira iz starševskega seva BY. Njegova prisotnost v F7 linije 
CEN.PK je lahko posledica premalo rekombinacij, saj nimamo fenotipskega dokaza 
oziroma dokaza iz zbira F7, kjer so samo variante BY.  
Vezano dedovanje zaradi SGA-označevalca je opazno tudi v območju C, kjer je prisotnih 
zelo veliko variant starševskega seva CEN.PK, vendar to število variant z oddaljenostjo 
od označevalca upada zaradi večje verjetnosti rekombinacije. Zaradi njegove 
komplementarnosti v obeh linijah ga ovržemo kot vzročnega. 
V območju D je v referenčni populaciji F1 še vedno precej veliko variant CEN.PK zaradi 
vezanega dedovanja označevalca. Frekvenca CEN.PK-variant pa precej upade v 
ekstremnem zbiru. Superiorne variante v zadnjem delu D izvirajo od starševskega seva 
BY in so v liniji BY prisotne celotno evolucijo, četudi se variante v B, C in začetnem 
delu D v F2 zamenjajo za variante CEN.PK. V liniji CEN.PK so te variante ostale od BY 
v F2, F3 in F4, ne pa tudi v končnih generacijah. Kljub temu lahko zaradi rekombinacije 
odseka iz genoma CEN.PK v F2 linije BY tik ob končno regijo D in njegovega vztrajanja 
ter zbira F1 sklepamo na njegovo vzročnost. 
Regija D, ki se kaže kot vzročna, QTL3, je velika 4000 bp (na koordinatah chrIII 304.000 











4.3.4 Lokusi kvantitativne lastnosti na 4. kromosomu 
Slika 18: Evolucija chrIV. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp. Spodaj: Evolucija chrIV skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 






Na 4. kromosomu (chrIV) je 8 zelo heterogenih področij (slika 18). Regiji A in B 
vsebujeta glede na zbir F1 superiorne alele starševskega seva BY. Regija C ne kaže 
heterogenosti v fenotipu med starševskima aleloma. Vzorec njihovega dedovanja ni 
posledica vzročnosti, saj je njihova razporeditev izrazito divergentna. 
Območje D je izrazito vzročni QTL z izjemno velikim doprinosom k variabilnosti v 
lastnosti. Referenčni zbir F1 vsebuje nadpovprečno veliko variant CEN.PK (> 0,60), 
medtem ko je njihova frekvenca v ekstremnem zbiru praktično 0. Iz tega sledi, da je lokus 
starševskega seva BY superioren nad CEN.PK. Skozi celotno evolucijo linije BY ostaja 
lokus superiornega tipa, v liniji CEN.PK pa se v F4 močno zoži. V F5 smo superioren 
lokus izgubili. Območje zožene regije D, QTL4, je veliko 37.000 bp (na koordinatah 















Četudi je vzročni lokus precej močen – z velikim doprinosom k variabilnosti v lastnosti 
– smo superiorne variante v F5 linije CEN.PK izgubili. Vzrok tiči v načinu fenotipizacije 
in majhnosti testirane populacije.  
Vzročnosti v naslednjih območjih E, F, G in H ni. G in H vključujeta domnevno 
inferiorne variante CEN.PK, vendar jih vseeno vključita že v F3.  
Inferiornost CEN.PK-alelov območja E je posledica vezanega dedovanja ključnega 
vzročnega lokusa, ki leži tik ob njem (QTL4). Njegov doprinos se kaže v F4 linije 
CEN.PK, saj se rekombinira domnevno inferioren CEN.PK-alel v regijo E in del regije 
D, fenotip segregante pa se ob tem ne spremeni. 
Naslednje območje F vsebuje domnevno superiorne alele CEN.PK, pri čemer vezanosti 
dedovanja z glavnim vzročnim lokusom QTL4 ni več opaziti (zbir F1). Vzročnosti regije 
F ne moremo dokazati, saj se v liniji BY v generaciji F2 tik ob njem rekombinira segment 
iz genoma CEN.PK in obsega le končni del F. V F4 linije CEN.PK je situacija 




4.3.5 Lokusi kvantitativne lastnosti na 5. kromosomu 
Slika 19: Evolucija chrV. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp.  Spodaj: Evolucija chrV skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 






Na 5. kromosomu (chrV) je 7 visoko heterogenih regij in SGA-označevalec CAN1 (slika 
19). 
Ob regiji A je SGA-označevalec CAN1, v katerega mestu se v preživelih segregantah ne 
nahaja zapis za Can1, temveč zapis za SpHis5 pod STE2pr. Variante so torej drugačne 
kot v referenčnem genomu. Izvor označevalca je v začetnem starševskem sevu BY 
(Y7092), zato tudi vse variante, vezane okrog njega, izvirajo iz referenčnega seva. 
Frekvenca variant CEN.PK okrog označevalca CAN1 je tako zelo nizka. Neposredno v 
CAN1 variant SNV ne vidimo prikazanih, saj gre za indele. V liniji CEN.PK se 
rekombinira celoten kromosom za variante CEN.PK, razen ozkega področja označevalca. 
V ozkem področju A je frekvenca alelov CEN.PK zelo nizka, kljub temu je se v vseh 
generacijah linije BY na njegovem mestu varianta iz CEN.PK. Da se je v tako drobno 
področje naključno rekombinirala varianta iz CEN.PK že v F1, je malo verjetno, prav 
tako je iz zbira F7 razvidno, da je frekvenca variante CEN.PK skoraj 1 v referenčnih 
pogojih. To dokazuje, da gre za artefakt pri WGS oziroma analizi nukleotidnih zaporedij, 
kjer smo zaradi slabše kvalitete zaporedja starševskega seva BY pripisali drugačen 
nukleotid. Variante ne izvirajo niti iz starševskega seva CEN.PK. 
Variante območja B so vezane na CAN1 iz izvornega starševskega seva BY. Variante 
CEN.PK so tako na tem območju nižjih frekvenc v referenčnih pogojih, vendar je njihova 
frekvenca zelo visoka v ekstremnih pogojih. To kaže na zelo verjeten vzročni lokus. Ta 
lokus pa se v F1 podeduje z inferiornimi (BY) aleli, in je šele v F3 linije CEN.PK v 
polovici rekombiniran z variantami CEN.PK. Neposrednih fenotipskih dokazov za 
vzročnost zmanjšanega območja B, QTL5, nimamo. Frekvenca inferiornih BY alelov v 
zbiru F1 je zaradi vezanega dedovanja v referenčnih pogojih zelo visoka in tako frekvenca 
domnevno superiornih variant CEN.PK močno poraste pri prehodu iz referenčnih v 
ekstremne pogoje. Lokus se v liniji BY v generaciji F2 ni rekombiniral za superioren alel, 
vendar pa se je ta vnesel v generaciji F3 linije CEN.PK. V F3, F4 in F5 linije CEN.PK 
obstaja le del območja B z domnevno superiornimi variantami, v F6 in F7 pa se zamenja 
za popoln CEN.PK-kromosom z ustrezno varianto označevalca CAN1. Zoženo območje 
B, QTL5, potrdimo kot vzročnega. Nahaja se na območju, velikem 25.000 bp (na 



















Variante CEN.PK so v območju C superiorne, vendar se evidentno ne podedujejo v F1 
ali F2 generaciji linije BY, saj je rekombinacija z odseki kromosoma CEN.PK potekla 
takoj za območjem C v F2.  
D in F sta heterogeni področji, vendar ne kažeta vzročnosti za preučevano lastnost. 
V področju E so aleli iz CEN.PK inferiorni, vendar se v liniji BY superiorni aleli 
zamenjajo za domnevno inferiorne v generaciji F2, v liniji CEN.PK pa v generaciji F3, 
zato njihove vzročnosti ne potrdimo. 
V regiji G so variante iz CEN.PK superiorne. Njihov način dedovanja ne kaže vzročnosti 
za variabilnost v lastnosti: v liniji BY se domnevno superiorne variante zamenjajo za 








4.3.6 Lokusi kvantitativne lastnosti na 6. kromosomu 
 
Slika 20: Evolucija chrVI. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp.  Spodaj: Evolucija chrVI skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 






Na majhnem 6. kromosomu (chrVI) sta 2 heterogeni področji (slika 20). V obeh se glede 
na zbir F1 variante iz CEN.PK kažejo kot izrazito inferiorne. Kljub temu se v generacijo 
F1 prenese skoraj celoten kromosom starševskega seva CEN.PK, razen dveh področij, ki 
vsebujeta alela VTC2 in FAB1 starševskega seva BY. V generaciji F3 linije BY se 
domnevno inferioren kromosom skoraj popolnoma zamenja za superiornega, razen gena 
OSW7, katerega alel izvira iz starševskega seva CEN.PK. V generaciji F2 se inferiorno 
področje kromosoma starševskega seva CEN.PK močno zoži, medtem ko se v F3 zopet 
razširi zaradi rekombinacije odseka iz CEN.PK. Zoženo območje A, vidno v F3 CEN.PK, 
lahko predstavlja potencialni vzročni QTL6. Območje je veliko 87.000 bp (na 










































Področje variant B se za razliko od QTL6, ki ostane superioren, zamenja za domnevno 








4.3.7 Lokusi kvantitativne lastnosti na 7. kromosomu 
 
Slika 21: Evolucija chrVII. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp.  Spodaj: Evolucija chrVII skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 






Na 7. kromosomu (chrVII) je 7 heterogenih področij (slika 21, 22). V regiji A ni izrazitih 
razlik v zbiru F1 med obema variantama, kljub temu pa se varianta starševskega seva BY 
fiksira v F1 (za razliko od variante regije B, ki je tik ob njem), in ta v liniji CEN.PK ostane 
vse do F4. V liniji BY se regija A zamenja za variante CEN.FK v F2, in ponovno v BY v 
F4. Ker med obema variantama ni značilnih razlik v zbiru F1, regije A ne potrdimo kot 
vzročne.  
V območju B se v zbiru F1 variante CEN.PK kažejo kot inferiorne. Kljub temu se v celi 
liniji CEN.PK dedujejo inferiorne variante, v liniji BY pa se za superiorne variante 
zamenja šele v F4. Regije B ne potrdimo kot vzročne. 
V območju C v zbiru F1 ni značilnih razlik med variantama, vendar se območje v F4 
linije BY ostro zamenja iz variante CEN.PK za varianto BY. Zaradi neočitnih razlik med 
variantama območja C ne moremo potrditi kot vzročnega.  
Variante CEN.PK v območju D se kažejo kot superiorne. Podedujejo se v F1, in nato 
ostanejo skozi celotno linijo CEN.PK, vendar le do F2 linije BY. Zato območja D ne 
potrdimo kot vzročnega. 
V območjih E in G ni razlik med obema variantama. 
V območju F se variante CEN.PK glede na zbir F1 kažejo kot inferiorne. V generacijo 
F1 se res podedujejo superiorne variante BY, in v liniji BY ostanejo tudi po križanju v 
F2. V liniji CEN.PK pa se zgodi, da superiorne variante iz BY ostanejo vse do F7, zato 
regijo F potrdimo kot vzročni QTL7. Iz zbira F7 linije CEN.PK sicer razlike med obema 




Območje QTL7 je veliko 80.000 bp (na 
koordinatah chrVII 635.000 – 705.000 bp) in 





































Slika 22: Prikaz evolucije odseka chrVII linije 
CEN.PK okrog QTL7. Graf sekvenčno predstavlja 
porazdelitve frekvenc variant v zbirih F1 in F7 ter 
prenos variant v regiji okrog predpostavljenega 






4.3.8 Lokusi kvantitativne lastnosti na 8. kromosomu 
 
Slika 23: Evolucija chrVIII. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp. Spodaj: Evolucija chrVIII skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 





Na 8. kromosomu (chrVIII) je 7 heterogenih področij (slika 23). V področju A se variante 
CEN.PK kažejo kot rahlo inferiorne. Kljub temu se prenesejo v F1 in v liniji BY vztrajajo 
do F4, v liniji CEN.PK pa se zamenjajo za domnevno superiorno varianto v F2. Tam se 
zopet zamenjajo za inferiorno varianto v F7. Področja ne moremo potrditi kot vzročnega. 
Področje B ne kaže značilnih razlik med obema variantama v zbiru F1. V F1 se prenese 
polovica območja B z variantami CEN.PK, druga polovica pa z variantami BY. V liniji 
BY se celotno področje najprej zamenja za odsek z variantami CEN.PK, nato pa takoj za 
celoten odsek variant BY. V liniji CEN.PK se zgodi ravno obratno, zato območja B ne 
potrdimo kot vzročnega. 
Področja C, D, E, F in G ne kažejo značilnih razlik med obema možnima variantama. V 
liniji BY vse variante izvirajo iz BY, v liniji CEN.PK prav tako do generacije F4. Takrat 
se C, D, E, in F zamenjajo za variante CEN.PK, G pa se s slednjimi variantami zamenja 








4.3.9 Lokusi kvantitativne lastnosti na 9. kromosomu 
 
Slika 24: Evolucija chrIX. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp. Spodaj: Evolucija chrIX skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 






Na 9. kromosomu (chrIX) je 6 heterogenih regij (slika 24, 25). V regiji A so variante 
CEN.PK superiorne, vendar se v F1 prenesejo variante BY. Niti v F2 se v linijo BY ne 
prenesejo superiorne CEN.PK-variante. Te se sicer prenesejo takoj, ko je to možno v F3 
linije CEN.PK. Zaradi njihove odsotnosti v liniji BY in zaradi bližnjega izrazitega 
vzročnega območja B, s katerimi se morda dedujejo vezano, A ne potrdimo kot 
vzročnega. 
Za razliko od regije A, so razlike v frekvencah (referenca kot teoretično 0,50) variant 
območja B izrazitejše (slika 24, 25): frekvenca očitno superiornih CEN.PK-variant 
preseže 0,80. Skozi vse generacije obeh linij variante na mestu B ostajajo superiorne in 
izvirajo iz starševskega seva CEN.PK. Naslednje področje, ki poleg A omejuje B, je regija 
C. Podobno kot pri A so frekvence variant iz CEN.PK v ekstremnem zbiru F1 povišane, 
vendar ne tako izrazito kot v B. V liniji CEN.PK sicer skozi vse generacije variante na 
tem področju ostajajo superiorne, vendar pa se v generaciji F4 linije BY zamenjajo za 
domnevno inferiorno obliko BY. Regije C tako ne potrdimo kot vzročne, temveč je 
vzročna regija B, QTL8, ki ga A in C omejujeta in je povišana frekvenca variant CEN.PK 
posledica vezanega dedovanja s superiornimi variantami. Jakost predlaganega vzročnega 
lokusa podkrepimo s sliko 25, kjer je prikazana natančna evolucija variant QTL8. 
Dejstvi, da se območje variant starševskega seva CEN.PK ohranja (in oži) vseh 7 
generacij križanja s sevom BY in skladnost zbirov F1 in F7 linije BY, kažeta velik 




Področje QTL8 je veliko 42.000 bp  (na 
koordinatah chrIX 94.000 – 136.000 bp) in 



















V območjih D in E se variante CEN.PK kažejo 
kot inferiorne in so res v liniji BY zamenjane z 
domnevno superiornimi BY-variantami, vendar 
pa so v liniji CEN.PK prisotne le domnevno 
inferiorne variante. V območju F ni izrazitih 
razlik med obema variantama, zato D, E in F ne 








Slika 25: Prikaz evolucije odseka chrIX linije BY 
okrog QTL8. Graf sekvenčno predstavlja 
porazdelitve frekvenc variant v zbirih F1 in F7 ter 
prenos variant v regiji okrog predpostavljenega QTL8 





4.3.10 Lokusi kvantitativne lastnosti na 10. kromosomu  
 
Slika 26: Evolucija chrX. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp. Spodaj: Evolucija chrX skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 





Na 10. kromosomu (chrX) je 6 heterogenih območij (slika 26). V območjih A in B se 
variante CEN.PK kažejo kot superiorne; v A nekoliko izraziteje. Izkaže pa se, da se v F1 
prenesejo domnevno inferiorne variante BY. V F2 se vse zamenjajo z domnevno 
superiornimi variantami CEN.PK, vendar se v del območja B v F3 vnesejo variante 
CEN.PK. Te se nato v naslednji generaciji popolnoma izgubijo. V liniji CEN.PK pa se 
zgodi, da se v generaciji F3, ravno komplementarno kot v liniji BY, vnesejo domnevno 
superiorne variante CEN.PK v območje A in del B. Zaradi diametralnega nasprotja med 
arhitekturo območij A in B v obeh linijah ju ne moremo ovrednotiti kot neposredno 
vzročnih. 
V območju C so variante iz CEN.PK rahlo inferiorne. Pri tem v liniji CEN.PK ostanejo 
vse do F6 superiorne variante, vendar se v F7 zamenjajo za domnevno inferiorne. V zbiru 
F7 linije CEN.PK ni opaznih značilnih razlik med variantama. V linijo BY se domnevno 
inferiorne variante vnesejo v F2 in tam ostanejo 2 generaciji. Območja C tako ne moremo 
potrditi kot vzročnega. 
V območjih D, E in F ni značilnih razlik med obema možnima variantama. Podedovano 
območje variant CEN.PK se v liniji BY popolnoma zamenja za variante BY, v liniji 





4.3.11 Lokusi kvantitativne lastnosti na 11. kromosomu 
 
Slika 27: Evolucija chrXI. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp. Spodaj: Evolucija chrXI skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 






Na 11. kromosomu (chrXI) je 7 heterogenih območij (slika 27). V območjih A, B in C se 
v ekstremnih pogojih variante iz CEN.PK kažejo kot izrazito superiorne, saj je njihova 
frekvenca blizu 0,75. V F1 se preneseta A in B kot inferiorna (varianta BY), C pa kot 
superioren (CEN.PK). V liniji BY so vsa 3 področja z domnevno superiornimi variantami 
prisotna v generaciji F2, F3 in F4, v generaciji F5, F6 in F7 pa le še območja A in B. 
Področje A se je v F5 zamenjalo z domnevnimi inferiornimi variantami iz BY in ga torej 
ne bomo potrdili kot vzročnega.  
V liniji CEN.PK se regije A, B in C najprej zamenjajo za domnevno inferiorne variante 
BY, nato pa od F4 dalje vsa 3 območja vsebujejo variante iz starševskega seva CEN.PK. 
V zbiru F7 linije BY pa se variante CEN.PK v B in C, ki so se v zbiru F1 kazale kot 
izrazito superiorne, kažejo kot izrazito inferiorne s frekvenco okrog 0,25 (slika 28). Ob 
tem je frekvenca v referenčni populaciji pričakovano blizu 0,50. Kljub temu se nato te 
variante iz CEN.PK prenesejo v F7 linije BY. Opazno neskladje v frekvencah variant 
zbirov F1 in F7 linije BY ni posledica vezanega dedovanja. Drugih variant, ki bi lahko 
bile potencialno vzročne okrog območij B in C, sploh ni. Vzročna lokusa območij B in C 

























Slika 28: Prikaz evolucije odsekov chrXI linije BY okrog dvomljivih QTL9 in QTL10 ter linije 
CEN.PK okrog območij E in F. Graf sekvenčno predstavlja porazdelitve frekvenc variant v zbirih 
F1 in F7 ter prenos variant v regiji okrog dvomljivih QTL9 in QTL10 linije BY (levo) in območij E 





Območje dvomljivega QTL9 je veliko 18.000 bp (na koordinatah chrXI 62.000 – 80.000 










Območje dvomljivega QTL10 je veliko 9000 bp (na koordinatah chrXI 132.000 – 





V področju D nobena varianta ni izrazito prevladujoča in zato vzročna. 
V področjih E in F v zbiru F1 ni izrazitih razlik v frekvencah obeh variant. V F1 se 
prenesejo variante seva BY v področju E in variante seva CEN.PK v področju F, in v BY 
liniji od F3 dalje izvirajo iz BY. V liniji CEN.PK pa obe območji F2–F6 izvirata iz BY. 
V zbiru F7 linije CEN.PK se izkaže (slika 28), da so variante iz CEN.PK v E in F rahlo 
superiorne. V F7 linije CEN.PK se prenese domnevno inferiorna BY-varianta območja 













4.3.12 Lokusi kvantitativne lastnosti na 12. kromosomu 
 
 
Slika 29: Evolucija chrXII. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp. Spodaj: Evolucija chrXII skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 
spremljanju SNV. Odseki pod grafi shematsko ponazarjajo heterogena območja, ki so obravnavana v 
besedilu.  




Na 12. kromosomu (chrXII) je 11 močno heterogenih področij (slika 29). V območju A 
so variante starševskega seva CEN.PK izrazito superiorne v ekstremnih pogojih. V liniji 
BY variante iz CEN.PK vztrajajo vse do F5, v liniji CEN.PK pa so prisotne v vseh 
generacijah. Ne glede na to, da se pri križanju s starševskim sevom BY v F6 linije BY 
domnevno superiorne variante iz CEN.PK izgubijo, območje A lahko potrdimo kot 
vzročni QTL11. Velik je 14.000 bp (na koordinatah chrXII 16.000 – 30.000 bp) in 







V področju B so variante iz CEN.PK rahlo inferiorne v primerjavi z variantami BY. Kljub 
temu se v generaciji F2 linije BY zamenjajo domnevno superiorne variante za inferiorne, 
in ostanejo prisotne v liniji do generacije F6, v liniji CEN.PK pa le do F2. B zato ne 








Slika 30: Prikaz evolucije odsekov chrXII linije BY in CEN.PK okrog QTL12. Graf sekvenčno 
predstavlja porazdelitve frekvenc variant v zbirih F1 in F7 ter prenos variant v regiji okrog 





V področju C, ki takoj sledi B, v zbiru F1 ni 
očitnih razlik med obema variantama (slika 
30). V F1 se prenesejo variante iz BY, in se v 
liniji BY v generaciji F2 zamenjajo za variante 
iz seva CEN.PK. Variante iz seva CEN.PK na 
področju B v liniji BY ostanejo vse do F6, pri 
čemer ga na obeh straneh v B in D obdajajo 
variante iz seva BY. V zbiru F7 linije BY ni 
opaznih razlik v frekvencah obeh variant, zato 
področja C ne potrdimo kot vzročnega v liniji 
BY, poleg tega pa se v F7 prenese varianta 
BY. Ravno obratno pa se zgodi v liniji 
CEN.PK: tam skozi vse generacije na 
območju C ostajajo variante iz BY, pri čemer 
jih obdajajo variante iz CEN.PK v B in D. 
Medtem ko v zbiru F7 linije BY ni razlik med 
obema variantama v C, pa so velike razlike v 
frekvencah variant v zbiru F7 CEN.PK (slika 
30). Tam se variante iz seva CEN.PK kažejo 
kot izrazito superiorne. Kljub temu pa so skozi 
vse generacije linije CEN.PK na tem mestu 
vztrajale variante iz BY in se tudi prenesejo v 
zadnjo generacijo. Zaradi izrazito nasprotnih 
učinkov, ki jih imajo variante področja C v 
obeh linijah, ga ovrednotimo kot dvomljivega, 
QTL12. Opazno neskladje v frekvencah 
variant zbirov F1 in F7 linije CEN.PK in 
njihovega prenosa med generacijami ni 
posledica vezanega dedovanja druge vzročne 
variante, saj nobena ni izrazita.  
 
Slika 31: Prikaz evolucije odseka chrXII linije BY 
okrog QTL13. Graf sekvenčno predstavlja 
porazdelitve frekvenc variant v zbirih F1 in F7 ter 
prenos variant v regiji okrog predpostavljenega 






Dvomljivi QTL12 je velik 50.000 bp (na koordinatah chrXII 180.000 – 230.000 bp) in 























V območju D se v zbiru F1 variante CEN.PK kažejo kot rahlo inferiorne. V F1 se 
podedujejo variante BY, vendar se v generaciji F3 linije BY zamenjajo za domnevno 
inferiorno varianto. Pozneje se ta v liniji BY zamenja za superiorno varianto, v linijo 
CEN.PK pa se fiksira inferiorna varianta. Območja D tako ne potrdimo kot vzročnega. 
V področju E ni očitnih razlik med obema variantama in vzročnosti ne moremo potrditi. 
V področjih F in G so variante CEN.PK inferiorne. V generaciji F1 so prisotne domnevno 
superiorne variante, vendar se te v F3 v liniji BY zamenjajo za inferiorne. Podobno se 
zgodi tudi v liniji CEN.PK, zato F in G ne moremo potrditi kot vzročnih lokusov. 
V področju H ni očitnih razlik med obema variantama, zato se v liniji BY fiksirajo 
variante BY, v liniji CEN.PK pa se fiksirajo variante CEN.PK. Območja H ne potrdimo 
kot vzročnega. 
V področjih I, J in K se variante iz CEN.PK kažejo kot izrazito inferiorne. V F1 se res 
prenesejo domnevno superiorne variante BY na vseh 3 področjih. V liniji BY se po 
križanju s CEN.PK na mestih I in J zamenjajo variante BY za domnevno inferiorne 
variante CEN.PK. V F5 se tudi v področju J zamenjajo variante CEN.PK za BY, medtem 
ko variante CEN.PK v področju I vztrajajo še v F6. V zbiru F7 linije BY zato lahko 
potrdimo (slika 31), da so variante iz CEN.PK v resnici res inferiorne, četudi so se na 
mestu I ohranile skozi 6 generacij. V F7 so na vseh 3 področjih superiorne variante iz 
BY. Te so sicer na mestu K prisotne skozi vse generacije. Drugače se zgodi v liniji 
CEN.PK, kjer se superiorne variante v generaciji F3 v celoti zamenjajo z inferiornimi. 
Območje I potrdimo kot vzročni QTL13, saj je iz zbirov F1 in F7 linije BY razvidno 
(slika 31), da so variante iz CEN.PK inferiorne. Območje je veliko 51.000 bp (na 
































Zaradi odsotnosti zbira v F7 za območje J in vzorca njegovega dedovanja v liniji BY, ga 
ne potrdimo kot vzročnega. 
Kot vzročnega lahko potrdimo območje K, QTL14, saj so se v njem ohranile superiorne 
variante BY skozi vse generacije linije BY in se je rekombinacija z variantami CEN.PK 
v generaciji F2 končala tik ob njem. Območje je veliko 32.000 bp (na koordinatah chrXII 


















4.3.13 Lokusi kvantitativne lastnosti na 13. kromosomu  
Slika 32: Evolucija chrXIII. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp. Spodaj: Evolucija chrXIII skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 
spremljanju SNV. Odseki pod grafi shematsko ponazarjajo heterogena območja, ki so obravnavana v 
besedilu. 




Na 13. kromosomu (chrXIII) je 5 heterogenih regij (slika 32). V regiji A ni velikih razlik 
med obema variantama, zato ni značilne fiksacije. Ne potrdimo je kot vzročne. 
Območje B je precej veliko. Na celotnem območju se glede na zbir v F1 variante iz 
CEN.PK kažejo kot rahlo superiorne. Res se domnevno superiorne variante prensejo v F1 
in v liniji BY ostanejo do F4, v F5 pa celoten odsek zamenjajo variante iz BY. V liniji 
CEN.PK se v F2 začetni del območja B zamenja z domnevno inferiornimi variantami, 
nato pa se v F3 vzpostavi stanje iz F1. Na tej osnovi lahko sklepamo, da je z začetne strani 
v F2 linije CEN.PK zoženo območje B, QTL15, vzročno. Veliko je 80.000 bp (na 







































V območju C se variante CEN.PK kažejo kot rahlo inferiorne. V F1 se začetna polovica 
območja podeduje od CEN.PK, končna polovica pa od BY in se tako zoži že na začetku. 
Druga polovica C v liniji BY do konca ostane s superiornimi variantami, medtem ko se 
prva polovica z variantami BY zamenja šele v F5 (verjetno zaradi sosednjih superiornih 
variant CEN.PK v bližnjem QTL15). Še bolj očitno superiorne variante iz BY v delu 
območja C so razvidne iz evolucije linije CEN.PK: po križanju z BY se v F2 območje 
domnevnega QTL razširi, nato pa se skozi 4 generacije vztrajno oži. Tudi iz zbira F7 linije 
CEN.PK je razvidna (slika 33) očitna superiornost variant BY na zoženem območju C, 
QTL16. Četudi se nazadnje v F7 prenese celoten kromosom starševskega seva CEN.PK, 
lahko potrdimo vzročnost QTL16. Velik je 104.000 bp (na koordinatah chrXIII 390.000 


















































Slika 33: Prikaz evolucije odseka chrXIII linije 
CEN.PK okrog QTL15. Graf sekvenčno predstavlja 
porazdelitve frekvenc variant v zbirih F1 in F7 ter 
prenos variant v regiji okrog predpostavljenega 
QTL15 na chrXIII linije CEN.PK. Velikost razdelka 





Iz zbira F1 lahko sklepamo, da so variante iz CEN.PK superiorne v območju D. V F1 se 
prenese celotno območje starševskega seva BY, nato pa se v liniji BY ponovno vnesejo 
domnevno superiorne variante na začetno polovico D. To območje ostane z variantami 
CEN.PK vse do F5 v liniji BY, ko se zamenja z variantami iz BY. V liniji CEN.PK se 
domnevno superiorne variante CEN.PK v območje celotnega D prenesejo v F5. Sklepamo 
lahko, da je zoženo območje D, QTL17, vzročno s superiornimi variantami iz CEN.PK. 






























 TIF34.  
 
V območju E so glede na zbir F1 variante iz CEN.PK superiorne, vendar se v generacijo 
F1 prenesejo odseki iz genoma starševskega seva BY. V sredino tega območja pa se v 
generacijah F2 in F3 linije BY prenesejo variante iz seva CEN.PK, ki naj bi bile 
superiorne. V generaciji F4 te domnevno superiorne variante izginejo. V liniji CEN.PK 
se variante BY zlagoma zamenjajo za variante iz CEN.PK. Če primerjamo generaciji F3 
iz obeh linij, ko je odsek E najbolj omejen z domnevno inferiornimi variantami, opazimo 
skorajšnjo komplementarnost: sev linije BY vsebuje variante BY na mestu, kjer sev linije 
CEN.PK vsebuje variante CEN.PK. Edino območje, kjer imata zmagovalca F3 obeh linij 
superiorne variante iz seva CEN.PK, je na vzročnem lokusu QTL18. Veliko je 31.000 bp 





















QTL18 smo določili kot presek obeh rekombiniranih območij v linijah CEN.PK in BY v 
zmagovalcu generacije F3 in vsebuje superiorne variante CEN.PK. V tem območju je tudi 






4.3.14 Lokusi kvantitativne lastnosti na 14. kromosomu 
 
Slika 34: Evolucija chrXIV. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp. Spodaj: Evolucija chrXIV skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 





Na 14. kromosomu je 5 heterogenih regij in SGA-označevalec LYP1 (slika 34). 
V regiji A se nobena izmed variant ne kaže kot uspešnejša pri rasti v ekstremno slanih 
pogojih. 
Sledi ji regija okrog označevalca SGA LYP1. Pri prikazu SNV variant ne opazimo, saj 
gre za indele. Izvor označevalca je vhodni starševski sev tipa BY, tore se območje BY-
variant okrog označevalca skozi vse generacije obeh linij ohranja.  
V regiji B je frekvenca variant CEN.PK nižja od teoretične 0,50, saj se variante BY 
dedujejo vezano s SGA-označevalcem. Opazimo pa, da so variante CEN.PK v ekstremni 
populaciji rahlo inferiorne. V liniji BY skozi vse generacije na tem mestu ostajajo 
superiorne variante, medtem ko se v liniji CEN.PK te izločijo z rekombinacijo v 
generaciji F6. Tudi zaradi neizrazite razlike v doprinosu k variabilnosti lastnosti variant 
v tem območju ne potrdimo kot vzročnih. 
V regiji C je frekvenca variant v referenčni populaciji 0,50 in se torej dedujejo praktično 
neodvisno od označevalca SGA. Variante CEN.PK se kažejo kot inferiorne, kljub temu 
pa se v linijo BY vključijo v generaciji F2 in tam ostanejo 3 generacije. V linijo CEN.PK 
se vključijo šele v 6. generaciji. Na tej osnovi regije C ne potrdimo kot vzročne. 
V regiji D se kot rahlo superiorne v zbiru F1 kažejo variante CEN.PK. Skozi celotno linijo 
BY so vanje vključene superiorne variante, v liniji CEN.PK pa se te zamenjajo za 
inferiorne že v F3. Regije D ne potrdimo kot vzročne.  
V regiji E se kot superiorne variante v zbiru F1 kažejo variante CEN.PK (še posebej v 
začetnem delu). Kljub temu se skozi celotno linijo BY ohranjajo variante BY. V linijo 
CEN.PK se domnevno superiorne variante vključijo v generaciji F3. Zaradi njihove 







4.3.15 Lokusi kvantitativne lastnosti na 15. kromosomu 
 
Slika 35: Evolucija chrXV. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp. Spodaj: Evolucija chrXV skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 






Na 15. kromosomu je 8 heterogenih regij (slika 35). V regiji A se kot izrazito superiorne 
v zbiru F1 izkažejo variante CEN.PK. Njihova frekvenca v referenčni populaciji je le 
0,40, medtem ko ta v ekstremu znaša 0,80. V generacijo F1 se prenese prvi del regije A 
z variantami CEN.PK, drugi pa z variantami BY. Lahko sklepamo, da se je QTL zožil. 
Domnevni QTL je v liniji BY prisoten 4 generacije, v liniji CEN.PK pa 6 generacij (v F3 
se sicer popolnoma zamenja za variante BY). Glede na izrazite razlike v frekvencah 
variant v zbiru F1 in prisotnost alelov CEN.PK v liniji BY 4 generacije, zoženo regijo A, 
QTL19, potrdimo kot vzročno. QTL19 je velik 6000 bp (na koordinatah chrXV 44.000 








V regiji B se variante CEN.PK kažejo kot rahlo superiorne, vendar se v linijo BY sploh 
ne vključijo. Regije tako ne potrdimo kot vzročne. 
V regiji C se variante CEN.PK kažejo kot izrazito inferiorne, saj je njihova frekvenca v 
ekstremni populaciji 0,25, v referenčni pa 0,50. V liniji BY so skozi vse generacije 
prisotne le domnevno superiorne variante, vendar jih v liniji CEN.PK zamenjajo 
domnevno inferiorne variante že takoj v F3. Tako regije C ne potrdimo kot vzročne. 
Regija D je zelo heterogena in njene variante se v zbiru F1 ne kažejo kot vzročne, saj ni 
opaznih razlik v frekvencah alelov. Regije tako ne potrdimo kot vzročne. 
V regiji E se v zbiru F1 variante CEN.PK kažejo kot inferiorne. V liniji BY so skozi 
celotno evolucijo prisotne le variante BY, v liniji CEN.PK pa vse do F5. Pri tem se 
območje variant na obeh straneh regije E zlagoma oži. Zaradi obstanka domnevno 
superiornih variant BY v F5 linije CEN.PK regijo E, QTL20, lahko potrdimo kot 
vzročno. Območje je veliko 7000 bp (na koordinatah chrXV 409.000 – 416.000 bp) in 








V regiji F se kot rahlo inferiorne kažejo variante CEN.PK, vendar se te vključijo tudi v 
2. generaciji linije BY. V regijah F, G in H se nobena izmed variant ne kaže kot izrazito 





4.3.16 Lokusi kvantitativne lastnosti na 16. kromosomu 
 
 
Slika 36: Evolucija chrXVI. Zgoraj: Graf heterogenih območij v zbiru F1 prikazuje porazdelitev frekvenc 
SNV, ki se razlikujejo od seva BY, v referenčni populaciji in v ekstremni populaciji ob dodatku NaCl. 
Velikost razdelka je 1000 bp. Spodaj: Evolucija chrXVI skozi generacije ločenih linij BY in CEN.PK sledi 






Na 16. kromosomu (chrXVI) je 5 heterogenih regij (slika 36). V regiji A se kot rahlo 
superiorne v zbiru F1 kažejo variante CEN.PK. Kljub temu se v obeh linijah takoj 
fiksirajo domnevno inferiorne variante. V zbiru F7 linije CEN.PK se potrdi superiornost 
variant BY, vendar se te ne vključijo v sledečo F7. Zbira F1 in F7 linije CEN.PK kažeta 
na izrazito superiornost variant CEN.PK, vendar se te v obeh linijah fiksirajo v domnevno 
inferiorni obliki. Tako regije A ne moremo potrditi kot vzročne, morebiten doprinos z nje 
pa zavisi od genetskega ozadja. 
V regijah B, C in D ni izrazitih razlik v frekvencah alelov v zbiru F1. V nobeni izmed 
linij se te variante ne dedujejo v skladu izboljšanja fenotipa. 
V regiji E se v zbiru F1 variante CEN.PK kažejo kot izrazito inferiorne, pa se vseeno 
fiksirajo v liniji BY. Tam so prisotne domnevno inferiorne variante skozi celotno 
evolucijo. V zbiru F7 linije BY vidimo razlog fiksacije (slika 37): ozko heterogeno 
področje E v začetnem delu regije vsebuje superiorne variante CEN.PK, v zadnjem pa 
inferiorne (opazne so tudi razlike v frekvencah alelov obeh podpodročij v zbiru F1). 
Inferiorne variante so se tako dedovale vezane s superiornimi. V liniji CEN.PK se regija 
E zamenja z variantami BY že takoj v F2, v F4 pa celotno območje vključuje variante 
CEN.PK. Zaradi fiksacije variant CEN.PK v liniji BY lahko območje E označimo kot 
vzročno. Prvi del območja, QTL21, vsebuje variante iz CEN.PK, ki so superiorne. 











Zadnjega dela regije E ne moremo potrditi kot vzročnega, saj zanj nimamo dovolj 
dokazov. Glede na zbira F1 in F7 linije BY so variante CEN.PK v tem območju 







Slika 37: Prikaz evolucije odseka chrXVI linije BY 
okrog QTL21. Graf sekvenčno predstavlja 
porazdelitve frekvenc variant v zbirih F1 in F7 ter 
prenos variant v regiji okrog predpostavljenega 






4.4 Sinteza genomskih in fenotipskih podatkov 
 
Analiza X-QTL, kot jo vidimo v zbirih generacije F1, nam poda zelo veliko genotipskih 
in fenotipskih podatkov o analizirani populaciji. Z veliko verjetnostjo lahko iz njih 
razberemo vzročne lokuse v ekstremnem delu populacije, če se frekvence variant v njih 
značilno razlikujejo od referenčne populacije. Lokusi so tipično preobširni, da bi iz njih 
lahko neposredno določili manjše vzročne elemente, tj. QTG. Spremljanje poligenske 
lastnosti skozi 7 generacij povratnega križanja nam lahko predlagane QTL precej zoži. 
Pri njihovi interpretaciji moramo biti pazljivi, saj smo npr. v 5. generaciji povratnega 
križanja v liniji CEN.PK izgubili glavno superiorno vzročno varianto, ki izvira iz seva 
BY. Pri fenotipizaciji visoke zmogljivosti, ki smo jo uporabili pri analizi populacije vsake 
generacije, namreč lahko prihaja do napak. 
Da bi ovrednotili prispevek predlaganih QTL k variabilnosti v fenotipu, moramo družno 
primerjati podatke z obeh področij. 
 
4.4.1 Verjetnost predlaganih QTL glede prenosa poligenske lastnosti 
Pri analizi X-QTL in genomske arhitekture posameznih zmagovalnih segregant smo 
predlagali 21 potencialnih vzročnih lokusov. Glede na razpoložljive rezultate analize 
QTL pa vsi predlagani lokusi niso enako verjetni, saj npr. razlike v frekvencah alelov v 
zbiru F1 niso zelo očitne in prenos lokusov ni skladen s selekcijo. 
Ker so tudi po 7-kratnem povratnem križanju predlagani QTL veliki 10 oziroma nekaj  
10 kbp, QTG neposredno iz analize WGS ne moremo določiti. Te bomo predlagali iz 
najverjetnejših vzročnih lokusov. Izbrali jih bomo glede na konsistentnost rezultatov 
WGS in pripadajočega fenotipa.  
Upoštevali bomo, da imajo zmagovalke linije BY podoben fenotip oziroma se ta le še 
rahlo izboljšuje od F3 proti F7. Pri tem so znatno bolj odporne od starševskega seva 
CEN.PK in tudi BY. Zmagovalke F1, F2, F3 in F4 linije CEN.PK so odpornejše proti 
NaCl kot oba starševska seva, zmagovalke F5, F6 in F7 pa so do NaCl precej netolerantne; 
podobno kot CEN.PK. Tabela 4 prikazuje izvor variant v vsakem izmed 21 predlaganih 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































K Tabela 4: Domnevni vplivi predlaganih 
QTL na kromosomih zmagovalnih 
segregant. Tabela prikazuje izvor vsakega 
izmed 21 predlaganih QTL v vseh 
zmagovalnih segregantah obeh linij. Z zeleno 
so obarvani domnevno superiorne variante, z 






V naslednjem sestavku bomo obrazložili, zakaj določeni QTL so oziroma niso ključni za 
variabilnost v odpornosti proti NaCl. Pri tem opozorimo, da so tudi izločeni potencialni 
QTL lahko vzročni, vendar z manjšim doprinosom, ki ga v našem poskusu nismo zaznali 
dovolj prepričljivo in ločili od šuma. Hkrati moramo upoštevati, da zaradi kombinacij 
variant z nasprotujočimi se učinki na različnih lokusih vplivov ne interpretiramo napačno. 
 QTL1 ni ključen, saj ni izrazitih razlik v frekvencah zbira F1, poleg tega ni opazne 
razlike v fenotipu F6 in F7 linije CEN.PK, kjer pride do zamenjave domnevno 
superiornih variant za inferiorne. 
 QTL2 ni ključen, saj ni razlik v fenotipu med skupinama F1, F2, F3 linije BY, ki 
vsebujejo domnevno superiorne alele, in F4, F5, F6, F7, ki vsebujejo domnevno 
inferiorne variante. 
 QTL3 bi lahko bil ključen, saj superiorne variante vsebujejo vse zmagovalne 
segregante, razen F5, F6 in F7 linije CEN.PK, ki so neodporne proti NaCl. Razlike 
v frekvencah variant med referenčno in ekstremno populacijo v zbiru F1 so zelo 
očitne, še posebej glede na to, da bi se lahko dedovale vezano z bližnjim SGA-
označevalcem. Superiorne variante izvirajo iz BY. 
 QTL4 je ključen vzročni lokus. V zbiru F1 je zelo velika razlika v frekvencah 
variant med referenčno in ekstremno populacijo, saj v ekstremni populaciji variant 
CEN.PK sploh ni. Vse zmagovalke linije BY in tudi F2, F3 in F4 linije CEN.PK 
so zaradi prenesenih superiornih variant odpornejše proti NaCl kot F5, F6 in F7, 
ki so superiorni lokus izgubile (priloga 4). Poudarimo, da je pri zmagovalki F4 
linije CEN.PK prišlo do prenosa le dela območja D (slika 18), v katerem je QTL4. 
Z rekombinacijo se je območje D precej omejilo in poudarilo vpliv bolj ključnih 
variant. Superiorne variante izvirajo iz BY. 
 QTL5 bi bil lahko eden izmed vplivnih vzročnih lokusov. Velike razlike v 
frekvencah variant v zbiru F1 (slika 19), sploh ob upoštevanju vezanega 
dedovanja bližnjega SGA-označevalca, poudarjajo vzročnost variant. Lokus ni 
ključen, je pa vpliven. Superiorne variante vsebujeta odporni zmagovalki linije 
CEN.PK F3 in F4, ne pa tudi F2 in F1. Lokus QTL5 bi bil lahko razlog za večjo 
odpornost F3 in F4 proti F2 in F1 (slika 19). Superiorne variante izvirajo iz 
CEN.PK. 
 QTL6 ni ključen vzročni lokus. Je zelo velik, pa vendar se npr. v F1 prenesejo 




 QTL7 ni ključen vzročni lokus. Vse zmagovalke obeh linij vsebujejo superiorne 
variante BY, pa vendar zmagovalke F5, F6 in F7 linije BY niso značilno 
odpornejše proti NaCl v primerjavi s starševskim sevom CEN.PK. 
 QTL8 je ključen vzročni lokus, pri katerem vse zmagovalke vsebujejo superiorne 
variante proti soli neodpornega starševskega seva CEN.PK. Glede na velike 
razlike v frekvencah variant v zbiru F1 in tudi zbiru F7 linije BY, potrdimo QTL8 
kot ključen vzročni lokus. Superiorne variante izvirajo iz CEN.PK. 
 QTL9 in QTL10 na chrXI sta dvomljiva (slika 18). V zbiru F1 se variante 
CEN.PK kažejo kot izrazito superiorne, v zbiru F7 linije BY pa kot izrazito 
inferiorne. Razen te nekonsistentnosti se v obeh linijah prednostno dedujejo 
variante CEN.PK; tudi v F7 se iz zbira prenesejo kot domnevno izredno 
inferiorne. Dvomljiva QTL9 in QTL10 verjetno nista ključna za variabilnost pri 
odpornosti proti NaCl, njun učinek pa zavisi od genetskega ozadja. Ker ni bližnjih 
označevalcev ali močnejših vzročnih lokusov, je njun vpliv verjetno posledica 
genskih interakcij, ki pa so ugodne le z variantami ene vrste. 
 QTL11 ni ključen vzročni lokus, saj zmagovalki F6 in F7 linije BY vsebujeta 
domnevno inferiorne variante BY, vendar ni mogoče pripisati njune manjše 
odpornosti v primerjavi z F5; prej bi bilo pričakovati obratno. 
 QTL12 na chrXII je dvomljiv (slika 30). V zbiru F1 ni izkazanih značilnih razlik 
med variantami v referenčni in ekstremni populaciji. V liniji BY se dedujejo 
variante CEN.PK vse do F6; v F7 jih nato zamenjajo variante BY. Obratno se 
dogaja v liniji CEN.PK: vseh 7 generacij se prenašajo variante BY, četudi 
rekombinacije potekajo levo in desno od dvomljivega QTL12. Podobno kot v 
primeru QTL9 in QTL10 se zgodi, da so v zbiru F7 linije CEN.PK variante 
CEN.PK superiorne, celotno linijo pa so se specifično dedovale variante BY. Tako 
kot v prejšnjem primeru zaključimo, da vpliv s QTL12 zavisi od specifičnih 
genskih interakcij. Te so ugodne le z variantami ene vrste oziroma določenega 
genskega ozadja. 
 QTL13 ni ključen vzročni lokus. Domnevno inferiorne variante CEN.PK pri F2 
v linij BY ne poslabšajo fenotipa v primerjavi z F1 in tudi če bi bile res inferiorne, 




 QTL14 ni ključen vzročni lokus. Ne glede na očitne razlike v frekvencah variant 
v zbiru F1, poslabšanje fenotipa F3 v primerjavi z F2 linije CEN.PK ni očitno. 
Takrat namreč pride do zamenjave domnevno inferiornih variant za superiorne. 
 QTL15 ni ključen vzročni lokus. Poslabšanja fenotipa F5 v primerjavi z F4 linije 
BY ne opazimo, četudi se takrat superiorne variante CEN.PK zamenjajo za 
inferiorne BY. 
 QTL16 ni ključen vzročni lokus. Opaziti bi morali razliko med F5 ter F6, F7 linije 
CEN.PK. Takrat se namreč superiorne variante BY zamenjajo za inferiorne 
CEN.PK. Razlika v fenotipu pa ni očitna. 
 QTL17 ni ključen vzročni lokus. Opaziti bi morali poslabšanje fenotipa med F5 
in F6 linije BY, saj se takrat inferiorne variante CEN.PK zamenjajo za superiorne 
BY. Poslabšanja v fenotipu ne opazimo. Obratno se zgodi v liniji CEN.PK med 
F4 in F5, ko se inferiorne variante zamenjajo za superiorne, pa v resnici opazimo 
velik padec v toleranci proti NaCl (QTL4). 
 QTL18 ne moremo potrditi kot ključnega. Opaziti bi morali poslabšanje v 
fenotipu med F2 in F3 linije BY, saj se takrat domnevno superiorne variante 
CEN.PK zamenjajo za inferiorne. 
 QTL19 ni ključen vzročni lokus. Opaziti bi morali poslabšanje v fenotipu med F4 
in F5 linije BY, saj se takrat domnevno superiorne variante CEN.PK zamenjajo 
za inferiorne. Opazimo kvečjemu izboljšanje fenotipa. 
 QTL20 je možen vzročni lokus z manjšim doprinosom, ni pa ključen. Njegov 
prenos v liniji CEN.PK nakazuje na vzročnost, saj se sicer rekombinirajo vse 
regije okrog njega. Opaziti bi morali poslabšanje fenotipa med F5 ter F6, F7 linije 
CEN.PK, pa opazimo kvečjemu izboljšanje.  
 QTL21 je možen vzročni lokous z majhnim doprinosom. Iz zbira F7 linije BY 
lahko sklepamo na superiornost variant CEN.PK in obrazložimo zbir F1, kjer se 
te variante kažejo kot inferiorne (slika 37): v njihovi bližini je možen vzročni 
lokus z inferiornimi CEN.PK-variantami. V celotni liniji BY se prenašajo 
superiorne variante CEN.PK, medtem ko se v liniji CEN.PK inferiorne variante 
BY zamenjajo za superiorne variante CEN.PK med F2 in F3. Takrat tudi opazimo 
majhno izboljšanje fenotipa med F2 in F3, F4. Vendar bi morali opaziti 











4.5 Rezultati analize ključnih vzročnih lokusov 
 
Ključne vzročne lokuse smo torej izbrali glede na moč dokaza v zbirih in prenosu preko 
generacij ter hkratni primerjavi z vplivom na fenotip. Upoštevali smo morebitne 
kombinacije vplivov z različnih lokusov z nasprotujočimi si učinki, nismo pa mogli 
upoštevati morebitnih genskih interakcij. Majhnih razlik v fenotipu med zmagovalci linije 
BY F3, F4, F4, F6 in F7 in zmagovalci F2, F3, F4 linije CEN.PK težko pojasnimo s 
potencialnimi vzročnimi lokusi; tako med posameznimi zmagovalci kot med linijama 
odpornih zmagovalcev. Hkrati zaporedje odpornosti zmagovalk zavisi tudi od testne 
koncentracije NaCl.  
Lahko pa pojasnimo večje razlike v fenotipih: 
 poslabšanje odpornosti F5, F6, F7 linije CEN.PK v primerjavi z F1, F3, F3, F4: 
izguba superiornih variant BY v QTL3, QTL4, 
 izboljšanje fenotipa vseh zmagovalk F1–F7 linije BY v primerjavi s starševskim 
sevom BY: prenos superiornih variant CEN.PK v QTL8, 
 izboljšanje fenotipa F3, F4 glede na F2, F1 linije CEN.PK: prenos superiornih 
variant CEN.PK v QTL5. 
 
Samo na podlagi fenotipske in genomske analize ne moremo sklepati na vzročne elemente 
znotraj omenjenih 4 ključnih QTL. Možnih variant je veliko (praktično neskončno za 
analitično primerjavo), saj lahko vplivajo tako v cis- kot trans-načinu.  
Glede na  očitnost vpliva določenih ključnih lokusov v posameznih segregantah in tudi v 
zbirih, lahko trans-način upoštevamo kot malo verjeten. Verjetnejši je neposredni cis-
vpliv, ki pa lahko zajema tako regulatorne kot kodirajoče variante, oboje pa so lahko 
posledica tudi enega samega SNV ali pa celih indelov in duplikacij. Kodirajoče variante 
pa so lahko sinonimne ali nesinonimne.  
Najbolj neposreden vpliv na fenotip imajo variante znotraj ORF, še posebej nesinonimne. 
Najbolj skrajen vpliv je seveda preko nesinonimnih variant znotraj ORF, katerega protein 
neposredno sodeluje v procesih odpornosti proti NaCl. 
Znotraj predlaganih 4 ključnih vzročnih lokusov QTL3, QTL4, QTL5 in QTL8 bomo 
primerjali obe varianti genov in proteinov ter skušali spremembe umestiti v molekularne 




število sledečih sinonimnih in nesinonimnih zamenjav aminokislin v proteinu. V primeru 
vključenosti v procese odpornosti proti NaCl bomo funkcijo natančneje opredelili. 
Gene, ki so povezani z odpornostjo proti NaCl, smo opredelili z naslednjimi funkcijami 
in procesi:
 transmembranski transport, 
 signaliziranje, 
 odziv na kemijski stres, 
 odziv na osmozni stres, 
 odziv na stres preko celične stene, 
 osmotoleranca, 
 transport ionov, 
 organizacija citoskeleta, 
 organizacija in biogeneza celične 
stene, 
 homeostaza ionov, 
 organizacija aktinskega citoskeleta, 
 sinteza ATP, 
 hidroliza ATP, 
 aktivni transport H+, 
 biosinteza glicerola. 
4.5.1 QTL3 na 3. kromosomu 
Lokus QTL3 je v subtelomerni regiji in je relativno majhen (4000 bp; na koordinatah 
chrIII 304.000 – 308.000 bp) in vsebuje le 1 gen. 
Tabela 5: Lastnosti variant QTG na QTL3. 









PAU3 375 9 9 0 ni neposredne povezave 
 
V genu PAU3 je relativno veliko SNV. Zaradi neočitne funkcije, ki bi bila neposredno 
povezana z odpornostjo proti NaCl, ga ne moremo z gotovostjo predpostaviti kot 
vzročnega. 
4.5.2 QTL4 na 4. kromosomu 
Lokus QTL4 je srednje velik (37.000 bp; na koordinatah chrIV 510.000 bp – 547.000 bp) 
in vsebuje 13 genov. 
Tabela 5: Lastnosti variant QTG na QTL4. 













LYS14 2373 14 10 4 transkripcijski aktivator 
biosinteze lizina 
ARO3 1113 25 22 3 3-deoksi-D-arabino-
heptulosonate-7-fosfat 
sintaza 
EHD3 1503 156, 72 
vrzeli 




KRS1 1776 126  8 lizil-t-RNA sintetaza 
ENA1BY 3276 / / / natrijeva ATP-azna 
črpalka tipa P, omogoča 
efluks Na+ in Li+ 
ENA2BY 3276 283, 2 
vrzeli 
 54 
ENA5BY 3276 320, 2 
vrzeli 
 64 
ENA6CEN.PK 3276 336, 2 
vrzeli 
 72 
RSM10 612 1 1 0 ni neposredne povezave 
SNR47 99 / / / nekodirajoč ekson, v 
CEN.PK ni prisoten 
NRG1 696 2 0 1 transkripcijski represor 
HEM13 987 2 2 0 ni neposredne povezave 
RPC11 333 1 0 1 podenota RNA-




V QTL4 je poleg lokusa ENA več heterogenih genov: LYS1, ARO3 in EHD3. Njihovih 
funkcij ne moremo neposredno povezati z odpornostjo proti NaCl. Lokus ENA, ki v sevu 
BY vključuje ENA5, ENA2 in ENA1, v sevu CEN.PK pa le ENA6, potrjujemo kot ključni 
QTG odpornosti proti NaCl (priloga 4). Poleg genomske in fenotipske analize ga 
potrjujeta izjemna heterogenost, genska doza in neposredna povezava s funkcijo. Ena2 je 
glede na Ena1 98,9-odstotno identičen, Ena5 97,8-odstotno, homolog CEN.PK Ena6 pa 
95,0-odstotno [84]. Tudi potencialna promotorska regija je precej heterogena: v 1000 bp 
na ORF lokusa je 17 SNV in 14 vrzeli v TATA-zaporedju (ang. TATA box). 
Kljub temu ni edini vzročni element v variabilnosti lastnosti in odpornost proti NaCl ni 
monogenska lastnost [19, 58, 69, 80]. Iz slike 10 je razvidno, da je diploid F1 manj 
odporen proti NaCl kot starševski sev BY in bolj kot CEN.PK, vendar precej manj od 
svoje segregante F1. Če bi bila glavni vpliv na fenotip genska doza, ki je v starševskem 
sevu CEN.PK 3-krat nižja, bi morala biti diploidna oblika bolj odporna od starševskega 
seva BY, saj imata gensko dozo z lokusa ENA teoretično 4:3. Diploid ni niti enako 




pa samo genska doza z lokusa ENA ni edini razlog, marveč tudi struktura in 
funkcionalnost ATP-azne črpalke. 
4.5.3 QTL5 na 5. kromosomu 
Lokus QTL5 je relativno majhen (25.000 bp; na koordinatah chrV 80.000 – 105.000) in 
vsebuje 15 genov. 
Tabela 6: Lastnosti variant QTG na QTL5. 
 









CYC7 342 1 1 0 ni neposredne povezave 
UTR4 684 11 5 6 ni neposredne povezave 
RAD23 1197 2 2 0 ni neposredne povezave 
ANP1 1500 7 5 2 podenota α-1,6-
manoziltransferaze, 
membranski protein tipa II, 
vključen je v procese 
občutljivosti pri osmoznem 
stresu 
UTR5 501 0 0 0 ni neposredne povezave 
HYP2 474 1 1 0 ni neposredne povezave 
MTC7 420 / / / protein neznane funkcije, v 
CEN.PK ni prisoten 
MCM3 2916 4 4 0 ni neposredne povezave 
SPF1 3648 9 8 1 ATP-aza tipa P, ionski 
transporter v membrani 
endoplazemskega retikuluma, 
sodeluje v homeostazi Ca2+ 
ECM10 1935 2 0 2 ni neposredne povezave 
BUD16 939 3 3 0 ni neposredne povezave 
IMT4 72 0 / / nekodirajoč ekson 
VMA3 483 1 1 0 proteolipidna podenota c 
domene V0 vakuolne H+-
ATPaze, pomembna je tudi pri 
homeostazi kovinskih ionov 
SNU13 381 3 3 0 ni neposredne povezave 




V QTL5 predlagamo 3 potencialne QTG: ANP1, SPF1 in VMA3. Alela ANP1 in SPF1 
sta precej heterogena, vsi 3 pa posredno lahko sodelujejo v procesih odpornosti proti 
NaCl. 
Edino fenotip ANP1 je povezan z NaCl, saj naj bi uravnaval odpornost proti osmoznemu 
stresu. Sicer je njegova ključna funkcija povezana z uravnavanjem delovanja Golgijevega 
aparata in glikozilacije proteinov, ki se tam razporejajo. Lociran je na membrani 
enodplazemskega retikuluma in sodeluje v sekretornih poteh [100, 101]. Novejše 
raziskave predpostavljajo tudi njegovo vlogo pri  uravnavanju  stresa zaradi zamrzovanja 
in odtajanja [102]. Glavna vloga Anp1 je v glikozilaciji proteinov Golgijevega aparata, 
fenotip, povezan z NaCl, pa je dvoumen. Njegove vloge pri toleranci do NaCl na podlagi 
funkcijskih podatkov ne moremo potrditi. 
SPF1 je integralni transmembranski protein endoplazemskega retikuluma in ključen za 
njegovo integriteto. Omogoča vnos Ca2+ in Mn2+ v lumen endoplazemskega retikuluma. 
Opredelili so ga kot obrambo proti SMKT (ang. salt-mediated killler toxin iz 
halotolerantne kvasovke Pichia farinosa) [103]. Vloge Spf1 pri halotoleranci ne moremo 
neposredno povezati z njegovimi znanimi funkcijami, morda pa zaradi manjše vloge v 
homeostazi Ca2+ lahko uravnava signalno pot preko kalcinevrina. 
Tudi transporterji na vakuolah igrajo pomembno vlogo pri uravnavanju homeostaze Na+. 
Npr. Nhx1 je Na+/H+-antiporter na membrani vakuole in tako omogoča 
kompartmentalizacijo Na+ [104]. Vma3 je podenota vakuolne V-ATPaze, ki omogoča 
privzem H+ v lumen. Pri osmoznem stresu je ob neaktivnosti črpalke opazna 
fragmentacija vakuol [105]. Zaradi gradienta pH, ki ga preko membrane organela 
ustvarijo V-ATPaze, je olajšan privzem Ca2+. Poleg tega je acidifikacija pomembna za 
aktivacijo kalcinevrina, kar družno aktivira njegovo signalno pot. Odsotnost Vma3 
povzroči povečano občutljivost do pH, Ca2+ in Zn2+ [106]. VMA3 ni neposredno povezan 
z odzivi proti hiperosmoznemu stresu, z uravnavanjem homeostaze H+ in Ca2+ pa je lahko 
udeležen posredno. Varianti starševskih sevov se sicer razlikujeta le v 1 nesinonimni 
zamenjavi aminokislin. 
V QTL5 lahko predlagamo vse 3 vzročne QTG (ANP1, SPF1, VMA3), vendar na podlagi 
že znanih funkcijskih podatkov nikogar z visoko verjetnostjo. Vsi pa so lahko posredno 




4.5.4 QTL8 na 9. kromosomu 
Lokus QTL8 je srednje velik (42.000 bp; na koordinatah chrIX 94.000 – 136.000 bp) in 
vsebuje 17 genov. 
Tabela 7: Lastnosti variant QTG na QTL8. 
 
V QTL8 predlagamo 2 potencialna QTG: ASG1 in QDR2. Alela obeh genov sta visoko 
heterogena in neposredno sodelujeta v procesih odziva proti NaCl. 









VHS2 1311 9 5 4 ni neposredne povezave 
SNR68 136 / / / nekodirajoč ekson, v CEN.PK 
ni prisoten 
FLX1 936 7 7 2 ni neposredne povezave 
RPL16A 600 7 4 1 ni neposredne povezave 
CSM2 642 5 1 3 ni neposredne povezave 
FKH1 1455 17 13 4 transkripcijski faktor, ki 
uravnava celični cikel 
ASG1 2895 17, 27 
vrzeli 
3 14; 8 
manjkajočih 
transkripcijski regulator, 
vključen v odziv na stres 
TAO3 7131 9 8 1 ni neposredne povezave 
MET18 3099 9, 1 
vrzel 
4 4 ni neposredne povezave 
RRT14 621 5 1 3 ni neposredne povezave 
STH1 4080 7 3 4 ni neposredne povezave 
KGD1 3045 5 1 1 ni neposredne povezave 
AYR1 894 3 2 1 ni neposredne povezave 
SIM1 1431 0 / / ni neposredne povezave 
POG1 1056 5 4 1 ni neposredne povezave 
QDR2 1629 6, 138 
vrzeli 
6 0 multifunkcionalni transporter, 
12-krat prehaja membrano, je 
H+-antiporter, specializiran za 
prenos mono- in bivalentnih 
kationov, uravnava 
homeostazo K+ 
QDR1 1692 5 2 3 multifunkcionalni transporter, 





ASG1 (ang. activator of stress-response genes) je cinkov transkripcijski faktor, ki je 
prisoten tako v kvasovkah kot tudi rastlinah. S transkripcijsko aktivacijo uravnava odziv 
proti zelo pleiotropnim stresorjem. Njegovo povišano izražanje je opazno med avtolizo, 
ki se prične proti koncu stacionarne faze [107]. Asg1 sodeluje pri β-oksidaciji maščobnih 
kislin, glukoneogenezi, glioksilatnem ciklu, razgradnji triacilglicerolov in 
peroksisomalnem transportu. Uravnava akumulacijo prostih maščobnih kislin in 
triacilglicerolov [108]. Ortolog omogoča odpornost krompirja proti stresu zaradi NaCl ali 
glukoze, saj je pozitivni regulator odziva proti osmoznemu stresu preko poti, odvisne od 
hormona abscizinske kisline [109]. V kvasovki Candida glabrata ortolog kot 
transkripcijski faktor uravnava homeostazo pH, ne sodeluje pa v odzivu proti povišani 
koncentraciji Na+ [110]. ASG1 ima torej zelo pleiotropne učinke tako v kvasovki S. 
cerevisiae kot tudi v drugih organizmih. Zato je možno, da je povezan tudi s tu opaženo 
odpornostjo proti hiperosmoznemu stresu. S tako funkcijo v kvasovki sicer še ni bil 
opisan. 
 
Kodirajoči regiji se razlikujeta v 17 SNV in 27 vrzelih, od katerih jih 14 vodi v 
nesinonimne zamenjave aminokislin in 8 vrzeli. V potencialni promotorski regiji dolžine 
1000 bp nad ORF se varianti razlikujeta v 7 SNV in 7 vrzelih. Podobnost proteinskih 
homologov je 98,6 -odstotna [84]. 
Edino fenotip QDR2 je povezan z NaCl. Omogoča prenos antimalarika (kvinidin), 
herbicida (barban) in citoskatikov (cisplatin, bleomicin) zaradi česar sp ga tudi opredelili 
kot transporter (ang. quinidine-resistance protein 2) [104, 111]. Gre za pozitivno nabite 
ksenobiotike, zato so kasneje predlagali, da omogoča tudi prenos anorganskih ionov. Šele 
nato so ga identificirali kot transporter za številne snovi in faktor v uravnavanju 
homeostaze ionov [104]. 
Kanalček je povezan tudi z oksidativnim stresom, saj njegovo izražanje inhibirata H2O2 
in Cu2+. Ta je edini kation, ki lahko uravnava njegovo izražanje. Zaradi odsotnosti 
kanalčka Qdr2 se v kvasovki kopičijo Cu2+ in povzročijo oksidativni stres. Iznos Cu2+ je 
tudi njegova glavna fiziološka vloga, posledično pa uravnava tudi oksidoredukcijske 
pogoje v celici [104]. 
Transport mono- in bivalentnih ionov izvaja neselektivno [104]. Omogoča privzem K+ in 
ohranja znotrajcelični pH rahlo kisel [111]. Pri povečanem izražanju Qdr2, ne pa tudi 
Qdr1, omogoča odpornost proti Na+ in Li+. Tudi v sevih z izbrisanim lokusom ENA 
povečano izražanje QDR2 omogoča višjo odpornost proti NaCl in LiCl, sama raven 




hiperosmoznega stresa. Delecijska mutanta v QDR2 je na hiperosmozni stres zaradi NaCl, 
LiCl in CsCl enako odporna kot divji tip, kar ga uvršča med stranske faktorje uravnavanja 
halotolerance. Taka delecijska mutanta sicer kopiči statistično značilno več Li+ kot divji 
tip [104]. 
Na ravni DNA se kodirajoči varianti razlikujeta v 6 SNV, ki vodijo v sinonimne 
zamenjave aminokislin, in vrzelih na 3' in 5' koncu. Tudi v območju nad ORF sta precej 
heterogena: v potencialni promotorski regiji je v 1000 bp 12 SNV. 
Proteinska homologa sta si v osrednjem delu, dolgem 520 aminokislin, popolnoma enaka 
(100-odstotno) [84]. Qdr2BY je dolg 541 aminokislinskih ostankov, Qdr2CEN.PK pa 545 
aminokislinskih ostankov. Pri tem ima Qdr2BY na N-koncu 21 aminokislin dolg 
neporavnan del, Qdr2CEN.PK pa 25 aminokislin na C-koncu. Na ravni primarne strukture 
sta tako homologa precej različna. 
Tercirana struktura kanalčka ni znana. Glede na primarno zaporedje imata pričakovano 
oba homologa profil domene za kanalčke MFS (ang. major facilitator family). Kaj 
pomenijo razlike na N- in C-koncu obeh homologov oziroma kako obširne sploh so, bomo 
razložilio na podlagi modelirane strukture (I-Tasser). 
Struktura Qdr2 
Strukture malo okarakteriziranega kvasnega kanalčka Qdr2 še niso določili. Glede na 
svoje zaporedje mu je z znano strukturo najbolj podoben protein MdfA (410 
aminokislinskih ostankov) iz bakterije Escherichia coli (oznaka PDB: 4ZOW). Gre za 
H+-antiporter številnih snovi (ang. multidrug-resistance transporter) skupine MFS, ki 
omogoča odpornost proti antibiotikom. Sestoji iz 2 × 6 transmembranskih vijačnic in 
amfipatičnim heliksom, ki ti dve domeni povezuje [112].  
Qdr2BY ima s strukturo 4ZOW 0,718 podobnost (TM-vrednost, ang. template modeling 
score, je mera za globalno podobnost terciarnih struktur z vrednostjo (0,1]). Pri tem je 
RMSD (ang. root-mean-square deviation) med poravnanimi ostanki le 0,54 Å. Sicer je 
identičnost primarne strukture med poravnanima modeloma samo 0,151. Delež 
strukturno poravnanih ostankov je visok: 0,721. Model z najboljšo napovedjo ima 
ocenjene parametre: RMSD = 13,0 ± 4,2 Å, TM = 0,45 ± 0,14 in C-vrednost = –2,27. C-
vrednost pomeni verjetnost kvalitete predpostavljene strukture. Temelji na zmožnosti 




Qdr2CEN.PK ima s strukturo 4ZOW 0,710 podobnost. Pri tem je RMSD med ostanki le 
0,77 Å. Sicer je enakost ostankov med poravnanima strukturama samo 0,146. Delež 
strukturno poravnanih ostankov je visok: 0,716. Model z najboljšo napovedjo ima 
ocenjene parametre: RMSD = 12,4 ± 4,3 Å, TM = 0,47 ± 0,15 in C-vrednost = –2,03 
[113–115]. 
Zaradi ohranjenega osrednjega kanalčka, ki z α-vijačnicami 12-krat prehaja membrano, 
je napoved tega dela zelo dobra. Razlike struktur v N- in C-končnih regijah so slabše 
napovedane, vendar od osrednjega dela niso niti zelo oddaljene niti niso zelo dolge (slika 
38).  
Strukturi obeh proteinskih variant Qdr2 sta si med seboj zelo podobni (slika 38), razen 
končnih delov proteina. Na N-koncu ima previs Qdr2BY, na C-koncu pa Qdr2CEN.PK. Iz 
poravnanih struktur najbolje napovedanih modelov vidimo, da se N-končna zanka Qdr2BY 
obrne v notranjost kanalčka in ga zapira. Aminokislinsko zaporedje te zanke je polarno 
(pI 6,25) in tako upravičeno sklepamo, da se nahaja v polarni notranjosti kanalčka in ne 
na hidrofobni strani membrane. 
N-končna zanka, ki je prisotna v Qdr2BY, ne pa v Qdr2CEN.PK, verjetno zapira prehod 
kationom preko kanalčka. Sposobnost variante starševskega seva BY, da prečrpa Na+ 
preko kanalčka Qdr2 v zunanjost, je slabša od variante starševskega seva CEN.PK. 
Slika 38: Strukturi Qdr2BY in Qdr2CEN.PK. Strukturi obeh variant sta modelirani z orodjem I-Tasser na 
osnovi podobnosti zaporedij z že znanimi strukturami proteinov [113–115]. 
S svetlo modro je prikazana struktura Qdr2BY, z rdečo Qdr2CEN.PK; strukturi obeh variant sta poravnani. Z 
modrim krogličnim prikazom C-atomov je posebej označen N-končni del Qdr2BY. Levo: Prikaz od strani (v 





4.5.5 Povzetek analize ključnih QTL in izbire QTG 
Glede na naše eksperimentalne podatke in že znane funkcije posameznih genov iz 
literature, lahko potrdimo lokus ENA (QTG4) kot ključni vzročni lokus pri odpornosti 
proti NaCl. Pri tem so variante bolj odpornega starševskega seva BY superiorne nad 
variantami manj odpornega starševskega seva CEN.PK. 
V QTL8 lahko glede na funkcijo in velike razlike v obeh starševskih variantah kot 
kandidatna QTG predlagamo oba, ASG1 in QDR2. Glede na že znane funkcije pa je z 
odpornostjo proti NaCl z večjo verjetnostjo povezan QDR2. 
Kot nov vzročni lokus z manjšim, vendar še vedno opaznim in značilnim doprinosom k 
variabilnosti v lastnosti, lahko z veliko verjetnostjo predlagamo QTL8. Glede na 
heterogenost na ravni DNA in aminokislin lahko znotraj njega kot QTG predlagamo 
QDR2. Gre za pleiotropen transporter plazemske membrane, katerega stranska funkcijo 
so že predlagli v odpornosti proti hiperosmoznemu stresu. Varianti obeh starševskih 
sevov sta zelo različni. Z modeliranjem struktur obeh variant lahko QTG potrdimo tudi 
na molekulski ravni. Pri tem se je alel manj odpornega starševskega seva CEN.PK izkazal 
za superiornega nad alelom BY. Prenos superiornih variant manj odpornega seva v genom 








Osnova kompleksih lastnosti so njihovi številni vzročni elementi in interakcije med njimi. 
Različne kombinacije vzročnih elementov posameznih osebkov v populaciji zaradi 
različnih doprinosov vodijo v normalno porazdelitev lastnosti. Genska arhitektura 
kompleksnih lastnosti je v splošnem neznana, saj vključuje več faktorjev, variant in ravni 
[34]. 
Razlog študije modelov je tudi izgradnja celičnih tovarn. Zanje je ključno poznavanje 
fenotipa (mikro)organizma, ki bi ga – z ustreznimi genetskimi modifikacijami – izrabili 
za pridobivanje želenih metabolitov [116–123]. Izgradnja celične tovarne zahteva 
načrtovanje novih biosinteznih poti in izbiro ustreznih lastnosti sistema. Te pa so navadno 
poligenske [117–120, 124–126].  
Da bi pojasnili gensko arhitekturo kompleksne lastnosti odpornosti proti NaCl, smo v prvi 
stopnji križali 2 med seboj fenotipsko zelo različna starševska seva. Fitnes proti soli manj 
odpornega CEN.PK je bil v referenčnih pogojih višji od fitnesa proti soli bolj odpornega 
BY. Aplikacija nižje koncentracije stresnega dejavnika (0,25 M) na fitnes odpornejšega 
BY ni imela vpliva, medtem ko se je ta zmanjšal pri manj odpornem CEN.PK. Na tej 
osnovi smo pričakovali veliko variabilnost v odpornosti njunih potomk. 
Ne glede na visoko stopnjo razlike v fenotipu starševskih sevov sta si genotipsko 
podobna. Za kvasovke je značilno, da so si kljub veliki fenotipski pestrosti lahko med 
seboj genotipsko vseeno precej podobne [5]. Po določanju genskega zaporedja smo 
ugotovili, da je stopnja heterozigotnosti med njima 0,0019 in je nizka. Ta je sicer 2-krat 
višja od študije, kjer pri stopnji heterozigotnosti 0,001 v 1. generaciji zbira segregant 
poročajo o ločljivosti do posameznega QTN [9]. Pri naši stopnji heterozigotnosti in kar 7 
generacijah povratnega križanja je torej občutljivost določanja vzročnih variant zelo 
visoka [9], zato lahko pričakujemo ločljivost do najmanjših elementov. 
Krivulje porazdelitev odpornosti populacije segregant so v liniji BY normalne. To 
pomeni, da je lastnost kvantitativna in nanjo vpliva veliko genetskih faktorjev [23]. Zaradi 
zmagovalne segregante, odbrane na vzorcu populacije, se je povprečje odpornosti 
populacije linije BY pomikalo proti višjim vrednostim. To pomeni, da so uvedene 
variante manj odpornega seva CEN.PK, v ustreznih kombinacijah, omogočale boljšo 




lokus ENA [84], zato sklepamo, da so uvedene superiorne variante CEN.PK v drugih 
lokusih. Poleg normalne porazdelitve populacije je tudi to dokaz poligenskosti lastnosti. 
V zadnjih generacijah linije BY ni več velikih razlik med povprečji odpornosti populacij. 
To pomeni, da smo se z naborom vseh starševskih variant, ki so bile na voljo na začetku, 
približali limitnemu fenotipu. Kombinacije variant sevov BY in CEN.PK kvasovke S. 
cerevisiae ne omogočajo rasti pri koncentraciji soli 1,75 M; limitni fenotip je pri 1,50 M. 
Uvajanje variant BY v linijo CEN.PK je povprečni fenotip populacije močno izboljšalo; 
povprečje se je že na začetku premaknilo proti precej višjim vrednostim od starševskega 
seva CEN.PK. Razlog je v prenosu ključnega vzročnega lokusa ENA s superiornimi 
variantami BY [84]. Pri uvajanju variant starševskega seva CEN.PK in postopnem 
večanju njihovega deleža v populaciji smo opazili 2 izrazita vrhova v porazdelitvi 
odpornosti populacije linije CEN.PK okrog vsakega od staršev. To je dokaz, da je lokus 
ključen in zelo verjetno njegov prispevek ni odvisen od genskega ozadja. Za linijo 
CEN.PK je tako odpornost proti soli skoraj monogenska lastnost, saj so vplivi vseh ostalih 
variant precej manj intenzivni.  
V F4 linije CEN.PK smo odbrali »zmagovalno« segreganto z zmanjšanim fenotipom. Ta 
ni vsebovala superiornih variant ključnega vzročnega lokusa ENA, zato se te niso mogle 
prenesti v naslednje populacije generacij (priloga 4). Takrat smo opazili izrazit padec v 
povprečni odpornosti populacij F5, F6 in F7 linije CEN.PK. Njihovega izboljšanja nismo 
opazili niti po nadaljnjih treh krogih sporulacije in selekcije. 
Prenos vzročnih variant smo spremljali na grafih porazdelitve frekvenc alelov v 
referenčni in ekstremni populaciji, pa tudi glede na prisotne variante v genomih odbranih 
zmagovalnih segregant. Tipično nam grafi porazdelitve frekvenc variant v populacijah 
povedo več informacij kot pa prisotne variante v določenem genomu. Iz frekvenc lahko 
sklepamo na intenziteto (kvantitativnost) doprinosa k variabilnosti lastnosti in  
morebitnem vezanem dedovanju. Iz prisotnih variant v genomih lahko iz oženja območja 
variant nasprotnega genoma sklepamo na njihovo nevzročnost oziroma manjši doprinos. 
Iz fiksacije variant nasprotnega genoma skozi več generacij pa lahko sklepamo na njihovo 
vzročnost. 
Potrjujemo hipotezo številka 1, saj se tekom sedmih generacij povratnega križanja v 
posamezni liniji manjša delež genoma nasprotnega straševskega seva. Večina lokusov se 




Verjetno bi lahko QTL določili zanesljiveje, če bi imeli pred strukturo genoma vsake 
zmagovalne segregante tudi podatek o frekvencah teh alelov v ekstremni populaciji (tj. 
njihovem doprinosu, učinku). To bi seveda študijo precej podražilo, saj bi morali dovolj 
globoko sekvencirati precej več vzorcev. Na ta način bi lahko ovrednotili tudi morebitne 
genske interakcije, ki se pojavijo le znotraj določenega genskega ozadja [7, 20, 46, 47]. 
Na osnovi razlik frekvenc alelov v ekstremni in referenčni populaciji ter zmožnosti 
prenosa domnevno superiornih vzročnih variant lokusa smo predpostavili 21 potencialnih 
QTL. Z uvajanjem fenotipske komponente, tj. razlik v fenotipih pri različnih potencialnih 
QTL, smo 4 izmed njih potrdili kot bolj verjetne. Intenzivnost doprinosa preostalih 17 
QTL ni bila izrazita ali pa je odvisna od genskega ozadja. Pri tem so lokusi veliki od 
10.000 do 100.000 bp in zavzemajo več ORF. To pomeni, da s tehniko analize X-QTL in 
večkratnim povratnim križanjem ločljivosti ni mogoče povečati do posameznih QTN [9]. 
In to kljub nizki heterozigotnosti med začetnima starševskima sevoma oziroma naborom 
vseh možnih variant. Posamezne potencialne vzročne nukleotide lahko predvidimo, 
vendar z nizko statistično zanesljivostjo in domnevnim doprinosom k variabilnosti v 
lastnosti. So le osnova za vse nadaljnje biološke in statistične analize, nikakor pa to niso 
QTN [9]. Predpostavljene hipoteze številka 2 tako ne potrdimo niti je ne ovržemo, saj 
vpliva vseh genetskih elementov nasprotnega starša po povratnem križanju ne moremo 
ovrednotiti kot vzročnih. 
Prenos vzročnih variant za najverjetnejše 4 QTL v 7 generacijah povratnega križanja obeh 
starševskih linij se sklada s spreminjanjem pripadajočega fenotipa. To pomeni, da so pri 
odbiranju segregante z izboljšanim fenotipom v populaciji ostale superiorne variante in 
obratno. Superiorne variante, ki izvirajo iz nasprotnega starševskega seva, so se fiksirale 
le, če so imele zadosti velik doprinos k variabilnosti. Z evolucijo smo opazovali njihovo 
redčenje, saj se je z rekombinacijami vzročni QTL oži. Kljub temu so bili ti vseeno veliki 
po nekaj 10 kbp. Hkrati smo ovrgli trditev – ki sicer za linijo CEN.PK delno drži – da je 
odpornost kvasovke proti soli monogenska lastnost [19, 58, 69, 80]. 
Niti znotraj najočitnejših QTL z največjim doprinosom k variabilnosti nismo mogli 
določiti posameznih QTG ali celo QTN. Te lahko določimo samo z določeno verjetnostjo 
glede na njihovo heterogenost med variantami in že znanimi funkcijami. Poleg tega so 
verjetnejši vzročni elementi znotraj ORF, saj imajo take spremembe večji vpliv na fenotip 
[24]. Znotraj QTL4 na chrIV smo potrdili lokus ENA kot vzročni [15, 30, 44, 69, 74], 
četudi vsebuje več ORF. Izrazita superiornost lokusa je bila opazna v populaciji linije 
CEN.PK. Odsotnost superiornih variant je povzročila neodpornost proti NaCl, kjer je 




odpornost proti soli kaže kot monogenska lastnost. Da bi lahko opazili vzročne lokuse z 
manjšim doprinosom, bi morali lokus ENA fiksirati že v starševskem sevu. Takrat bi ti 
prišli do izraza in bi jih lahko kvantitativno zaznali. 
V liniji BY smo superiorni lokus ENA fiksirali, zato smo lahko opazovali vzročne variante 
z manjšim, a še vedno zaznavnim in kvantitativno merljivim doprinosom. Te so izvirale 
iz starševskega seva s sicer slabšim fenotipom. Najverjetneje gre za QTL8, ki je velik  
42 kbp. Znotraj njega sta ASG1 in QDR2, ki sta zaradi funkcije transkripcijskega 
uravnavanja odziva na stres oziroma zmožnostjo črpanja kationov povezana s funkcijo. 
Obe različici se precej razlikujeta v njunih promotorskih in kodirajočih regijah. Z 
modeliranjem proteinskih variant Qdr2 smo lahko vzročnost za variabilnost v lastnosti 
predstavili tudi na molekulski ravni. Zelo verjetno je, da zanka na N-koncu variante 
Qdr2BY oslabi iznos Na+. Ker varianta Qdr2CEN.PK te zanke nima, je kanalček prost za 
iznos kationov. 
Doprinos ASG1 in QDR2 k variabilnosti je potrebno potrditi oziroma omejiti območje 
prenesenega QTL8. Z biološko relevantno informacijo bomo vzročnost in doprinos k 
variabilnosti pri odpornosti proti NaCl ovrednotili z zamenjavami alelov [12, 83]. S 
kombinacijami potrjeno superiornih variant bomo lahko izgradili sev kvasovke S. 
cerevisiae, ki bo zelo odporen proti osmotskemu stresu in tako uporaben v 
molekularnobiološke in proizvodne namene. 
Še vedno pa tudi velja, da so lahko vzročne variante zunaj ORF v regulatornih elementih. 
Te je težje predpostaviti, ovrednotiti pa se jih da na isti osnovi z zamenjavami variant 
znotraj izogenskega ozadja. Take zamenjave v splošnem omogočajo tudi določanje 
genskih interakcij. Te smo opazili (oziroma predpostavili) v dvomljivih QTL9, QTL10 
in QTL12. Njihov doprinos oziroma intenziteta je visoko odvisna od genskega ozadja, 
saj to definira celo smer vpliva. 
Zakaj ne bi torej natančno fenotipizirali vsake segregante in ocenili vpliva vsake variante 
in genetskih interakcij? 
Pri vsakem SNV imamo natanko 2 možnosti; število vseh permutacij brez ponavljanja na 
1 mestu je torej 2, število permutacij brez ponavljanja na 1 kromosomu pa 2število SNV. Teh 
16 kromosomov nato neodvisno segregira, kar skupno število različnih kombinacij 
kromosomov za sestavljanje genoma še precej poveča. Izmed števila permutacij na 







š𝑡. 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑝𝑒𝑟𝑚𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖𝑗. Ker segregirajo neodvisno, je število vseh možnih kombinacij 
naborov 16 kromosomov njihov produkt. 
Poenostavimo: 
 š𝑡. 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑚𝑜ž𝑛𝑖ℎ 𝑠𝑒𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑛𝑡 =  
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𝑐ℎ𝑟=𝑋𝑉𝐼
𝑐ℎ𝑟=𝐼 =  𝟐𝒗𝒔𝒊 𝑺𝑵𝑽 
Glede na naš nabor je š𝑡. 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑠𝑒𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑛𝑡 =  221151 = 1,217 ×  106367. Kvasna celica 




Predpostavimo, da je zgrajena pretežno iz ogljika. Potem ena kvasna celica vsebuje 
3,613 ×  1015 atomov. Da bi zgradili celice z vsemi kombinacijami variant, potrebujemo 
4,4 ×  106382 atomov. To je kar veliko. 
Št. vseh atomov na Zemlji je 1,33 ×  1050 (Laboratorij Thomasa Jeffersona, Virginia), v 
znanem vesolju pa 1078 −  1082 (John Carl Villanueva, Universe Today, 2009).  
Ni potrebno posebej poudarjati, da vseh kombinacij variant ne moremo imeti, kaj šele 
fenotipizirati. Vesolje je premajhno. 
Izziv novodobne genetike je torej analizirati teoretično neskončno mnogo kombinacij 
variant v končem vesolju, da bi razrešili gensko arhitekturo. Razumevanje dedovanja 
poligenskih lastnosti zato nujno temelji na predpostavkah, približkih in poenostavitvah, 




vsakega elementa genoma pa je osnova za napovedovanje obnašanja organizma – tako 
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7.1 Priloga 1: Seznam uporabljenih materialov in naprav 
 
Tabela P1: Uporabljene kemikalije, kompleti, materiali in delovna oprema. 
Kemikalija  Proizvajalec 
1,4-Ditiotreitol (DTT) Thermo Scientific 
10× FastDigest Green Buffer  restikcijski pufer Thermo Scientific 
Adenin 99 % Alfa Aesar 
Adenin, 99 % Alfa Aesar 
Agar Formedium 
Agaroza  Sigma 
Ampicilin Sigma 
Bacto Tripton Becton-Dickinson 
Bacto-Pepton  Sigma 
Betain Merck 
CaCl2×2H2O Sigma 
CSM (–his) Formedium 
ddGlicerol 99,5 % VWR BDH Chemicals 
deionizirana voda (dH2O)  
Dimetilsufoksid (DMSO) Sigma 
EDTA Serva 
Enoverižna DNA iz lososovih spermijev Sigma 
Etanojska kislina J.T. Baker 
Etanol (EtOH) 96 %, 75 % Carlo Erba 
Geneticin  Sigma 
Glicerol VWR BDH Chemicals 
Glicin Serva 
Glukoza Sigma 
Glukoza (dekstroza) Sigma 
Goveji serumski albumin (BSA) Sigma 
Imerzijsko olje 518 F Zeiss 
Izopropanol Carlo Erba 






Lestvica DNA GeneRuler (1 kb) Thermo Scientific 





L-glutamat Mann Research Laboratiories 
L-glutamin Serva 
L-histidin Sigma 





L-metionin, 98 % Acros organics 
L-prolin Merck 





Mešanica dNTP 25 mM Thermo Fischer, Jena 
MgCl2 Merck 
MgCl2 25 mM Thermo Scientific 
Midori Green barvilo za barvanje DNA Nippon Genetics  





Nanašalni pufer (6×) Thermo Fischer 
Natrijev dodecilsulfat (SDS) Fischer Bioreagents 
Natrijev klorid  Merck 
Nourseotricin Jena 
Phusion Hot Start High-Fidelity DNA polimeraza New England biolabs (NEB) 
Polietilenglikol 3350 Sigma 
Polimeraza Taq  Izolirana 
Pufer za DNA polimerazo Phusion Hot Start High-Fidelity  New England biolabs (NEB) 
Pufer za DNA polimerazo Q5 Hot Start High-Fidelity  New England biolabs (NEB) 
Pufer za Taq polimerazo Thermo Scientific 
Q5 Hot Start High-Fidelity DNA polimeraza New England biolabs (NEB) 
RbCl2 Sigma 
RNaza A, 10 mg/ml Thermo Scientific 
T5 eksonukleaza New England biolabs (NEB) 
Taq ligaza New England biolabs (NEB) 
Tris Serva 
Tris-ocetna kislina-EDTA (TAE) pufer  Serva 
Uracil, 99 % Sigma 
Varikina (natrijev hipoklorid) Kemika 
Voda brez nukleaz Qiagen 







MasterPureYeast DNA Purification Kit Epicentre Illumina 
Set za čiščenje DNA Qiagen 
Set za izolacijo DNA iz gela Qiagen 
Set za izolacijo plazmidne DNA Qiagen 
 
Material Proizvajalec 
Alu folija za živila Alu Fix 
Avtoklavirni trak Micronova 
Avtomatski pipetor accu-jet pro Brand 
Breathe easy plastična membrana, prepustna za pline, za miktotirske plošče Diversified Biotech 
Capingaz gorilnik LLG 
Centrifugirke TPP 15 ml, 50 ml Sigma 
Cepilna zanka  
Čitalec mikrotitrskih plošč Sunrise Tecan 
Elektroforezna banjica s pokrovom Biorad 
Elektrofozezni glavniki, modeli Biorad 
Epruvete  
Erlenmajerice   
Krovna stekla  Thermo Scientific 
Laboratorijske brizge BD Emerald 5 ml, 10 mL, 25 ml Becton-Dickinson  
Laboratorijske čaše  
Laboratorijske flaše  
Merilni valji  
Mikrocentrifugirke 1,5 ml, 2ml Sarstedt 
Mikrocentrifugirke za PCR Sigma 
Minisart NML filter 0,2  μm Sartorius stedim biotech 
Nastavki za pipetiranje 10 μl, 200 μl, 1000 μl Sarstedt, QSP, Ratiolab 
Nastavki za pipetiranje 20 μl, 200 μl, 1000 μl s filtri in brez DNaz in RNaz 
Nitrilne rokavice  Kimtech 
Nreathseal membrana za mikrotitrske plošče Greiner Bio-one 
Nunc OmniTray pravokotne sterilne plošče Thermo Scientific 
Objektno steklo Thermo Scientific 
Optični mikroskop z največjo povečavo 10×100 Option 
Parafilm Bemis 
Petrijevke fi 90mm Golias 
Pipete Gilson, Eppendorf 
Plastična kiveta Ratiolab 
Plastična stojala  
Plinske kartuše Gorenc, Merkur 
Skalpel z držalom  
Steklene kroglice  




Sterilne mikrotitrske plošče, 96 well, s pokrovom Brand 
Sterilne plastične pipete TPP 5 ml, 10 ml, 25 ml Sigma 





Aparatura za PCR 2720 Applied Biosystems 
Centrifuga Rotina 380 R Hettich Zentrifugen 
Elektroforezni napajalnik Consort E143 Consort 
Hladilnik Gorenje 
Inkubatorji Memmert, Binder 
Laboratorijska tehtnica AND GH-252 AND Instruments 
Laboratorijska tehtnica Shinko Denshi  Vibra AJ 
Ledomat AF80 Scotsman® 
Magnetno mešalo z grelnikom Rotamix S-10 Tehtnica, IKA 
Mikromanipulator za disekcijo tetrad Leica (UL BF, Oddelek za živilstvo) 
Mikrovalovna pečica KOR61835 DAEWOO 
Namizna centrifuga mini Spin Plus Eppendorf 
Optični čitalnik Epson Perfection V700 Photo Epson 
Plavajoče konice za precepljanje v robotski glavi V&P Scientific 
Robotski kartezični manipulator Adept Plus, Postojna 
Ročni replikator formata 384 V&P Scientific 
Skrinje –20 °C, –80 °C Beko, Heto 
Spektrofotometer Lambda Bio+ PerkinElmer 
Spektrofotometer Nanodrop 2000C Thermo Scientific 
Stresalni inkubator C25 New Brunswick Scientific 
Termoblok ThermoE Bioer Tehnology 
Transiluminator Visi Blue UVP 






7.2 Priloga 2: Pokritost genoma seva CEN.PK113-7D 
 
  
Slika P1: Globina 
sekvenciranja seva 
CEN.PK113-7D. Slika 
prikazuje pokritost genoma 
starševskega seva CEN.PK po 
sekvenciranju in prileganju 
odčitkov na referenčni genom. 
Pokritost predstavlja število 
odčitkov na istem mestu. 
Velikost razdelka je 5000 bp 
in vrednost na ordinati 
prikazuje povprečje pokritosti 
v njem. Označena so mesta 
centromer. 
Velik skok v globini 
sekvenciranja je na chrXII, 
kjer so ponovitve 
ribosomalnih genov. Zelo 
dobro je pokrita kratka 
mitohondrialna DNA, saj je 






















Slika P2: SNV in indeli seva 
CEN.PK113-7D. Slika 
prikazuje število zaznanih 
SNV (turkizna) in nadnje 
naloženih indelov (siva) 
starševskega seva CEN.PK 
glede na referenčni sev v 
odvisnosti od njihove pozicije 
na genomu. Velikost razdelka 
je 5000 bp.  
Vidimo, da pojavnost indelov 





7.4 Priloga 4: Zgradba lokusa ENA 
 
Shemo lokusa ENA prikazuje slika P3, na kateri so označena tudi mesta prileganja 
začetnih oligonukleotidov. Dolžine PCR-produktov posameznih parov so v tabeli T2. 
 
 
Tabela P2: PCR-produkti za dokazovanje genov lokusa ENA. Kot so označeni na sliki P3, tabela 
prikazuje izbor parov začetnih oligonukleotidov in dolžino njihovega PCR-produkta, če je gen znotraj 
lokusa ENA prisoten. 
Gen Smerni začetni oligonukleotid Protismerni začetni oligonukleotid Dolžina PCR-produkta 
ENA1 IME1_UP_f IME12_DN_r 3752 bp 
ENA2 IME25_UP_f IME12_DN_r 3722 bp 
ENA5 IME25_UP_F IME5_DN_r 3783 bp 





Slika P3: Shema lokusa ENA. Shema prikazuje organizacijo lokusa ENA v sevu BY (zgoraj) in sevu CEN.PK 
(spodaj). Označena so mesta prileganja kontrolnih začetnih oligonukleotidov. Zaradi velike podobnosti tako 
kodirajočih kot tudi nekodirajočih regij smo nekatere začetne oligonukleotide uporabili pri dokazu prisotnosti več 
genov z lokusa. 












Slika P4: Kontrolne reakcije PCR za gene lokusa ENA. Slike gelov prikazujejo prisotnost (in dolžino kot 
v tabeli P2) genov lokusa ENA. Od zgoraj navzdol si sledijo dokazi prisotnosti genov ENA1, ENA2, ENA5, 
ENA6. PCR-produkti so ločeni na 1-odstotnem agaroznem gelu, označena je lestvica velikosti 1 kbp. 
Vzorci so označeni kot na sliki 11.  
Starševski sev CEN.PK (6) in zmagovalne segregante F5 (28), F6 (32), F7 (36) linije CEN.PK vsebujejo 
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